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UV ultraviolet
VCAM-1 Vaskula¨res Zelladha¨sionsmoleku¨l 1 (engl.: vascular cell adhesion molecule 1)
VE-Wasser vollentsalztes Wasser
vgl. vergleiche
x arithmetisches Mittel
z.B. zum Beispiel
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Einheitenverzeichnis
Symbol Name Definition in SI-Einheiten Gro¨ße
S
I-E
in
he
ite
n
A Ampere - elektrischer Fluss
K Kelvin -
thermodynamische Tempera-
tur
kg Kilogramm - Masse
m Meter - La¨nge
mol Mol - Stoffmenge
s Sekunde - Zeit
ab
ge
le
ite
te
S
I-E
in
he
ite
n
◦C Grad Celsius K - 273.15 Temperatur
J Joule N × m [m2 × kg × s−2] Energie
N Newton [m× kg × s−2] Kraft
V Volt W/A [m2 × kg × s−3 × A−1] elektrische Spannung
W Watt J/s [kg ×m2 × s−3] Leistung
N
ic
ht
-S
I-E
in
he
ite
n
Da Dalton 1.660× 10−27kg atomare Masseneinheit
g Gravitationskraft 9.81×m× s−2 Beschleunigung
bar Bar 1× 105kg ×m−1 × s−2 Druck
min Minute 60 s Zeit
h Stunde 3600 s Zeit
d Tag 86400 s Zeit
L, l Liter dm3 Volumen
M molar mol× dm−3 molar concentration
U Unit - biologische Aktivita¨t
Vorsa¨tze fu¨r Maßeinheiten
Symbol Name Faktor
k kilo 103
d deci 10−1
c centi 10−2
m milli 10−3
µ micro 10−6
n nano 10−9
XIII
Verzeichnis im Text erwa¨hnter Gene und Proteine
Beim Verfassen der vorliegenden Arbeit wurde Wert darauf gelegt, die thematisierten Proteine bzw.
die zugrundeliegenden Protein-kodierenden Nukleinsa¨uren nach den aktuellen Vorgaben und Be-
grifflichkeiten der weithin akzeptierten Mouse Genome Informatics Datenbank (MGI, http://www.infor-
matics.jax.org/) zu benennen [35,78,25]. Die unten stehende Referenzliste entha¨lt die weiter verbreite-
ten Aliasse der jeweiligen Moleku¨le um etwaige Missversta¨ndnisse zu vermeiden.
MGI-
Gensymbol
MGI-Name ga¨ngige Aliasse
Acta2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta Actvs, a-SMA, SMalphaA, alphaSMA,
0610041G09Rik
Adgre1 adhesion G protein-coupled receptor E1 Emr1, Ly71, F4/80, Gpf480, TM7LN3,
DD7A5-7, EGF-TM7
Anxa2 annexin A2 Cal1h, AW215814
Apcs serum amyloid P-component Sap
C1qa complement component 1, q subcompo-
nent, alpha polypeptide
C1q
Ccl17 chemokine (C-C motif) ligand 17 Tarc, Abcd-2, Scya17, Scya17l
Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 JE, HC11, MCAF, MCP1, MCP-1, Sc-
ya2, Sigje, SMC-CF, AI323594
Ccl22 chemokine (C-C motif) ligand 22 MDC, DCBCK, ABCD-1, Scya22
Ccl5 chemokine (C-C motif) ligand 5 SISd, Scya5, RANTES, TCP228, Mu-
Rantes
Ccr2 chemokine (C-C motif) receptor 2 Ckr2, Ccr2a, Ccr2b, Ckr2a, Ckr2b, mJe-
r, Cmkbr2, Cc-ckr-2
Ccr4 chemokine (C-C motif) receptor 4 CC CKR-4, Cmkbr4
Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 CD195, Cmkbr5
Cd22 CD22 antigen Lyb8, Lyb-8
Cd44 CD44 antigen Ly-24, Pgp-1, HERMES, AU023126,
AW121933, AW146109
Cfh complement component factor h Mud-1, Sas1, Sas-1, FH
Crp C-reactive protein, pentraxin-related -
Clu clusterin Cli, ApoJ, Sgp2, SP-40, Sgp-2, Sugp-2,
AI893575, D14Ucla3
Cx3cr1 chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 -
Cxcl1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Fsp, Gro1, KC, KC/GRO-alpha, Mgsa,
N51, Scyb1
XIV
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MGI-
Gensymbol
MGI-Name ga¨ngige Aliasse
Cxcl10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 C7, IP10, CRG-2, INP10, IP-10, Ifi10,
mob-1, Scyb10, gIP-10
Egf epidermal growth factor -
Fabp1 fatty acid binding protein 1, liver Fabpl, L-FABP
Fcgr1 Fc receptor, IgG, high affinity I CD64, FcgammaRI
Fcgr2b Fc receptor, IgG, low affinity IIb CD32, Fcgr2, Fcr-2, Fcr-3, Ly-17, LyM-
1, Lym-1, fcRII, FcgRII, Fcgr2a, Ly-m20,
AI528646, Fc[g]RII, F630109E10Rik
Fcgr3 Fc receptor, IgG, low affinity III CD16
Fgf fibroblast growth factor -
Fn1 fibronectin 1 Fn, Fn-1, E330027I09
Gdf9 growth differentiation factor 9 Gdf-9
Gsta1 glutathione S-transferase, alpha 1 (Ya) Gst2-1, αGST
Gstp1 glutathione S-transferase, pi 1 GstpiB, piGST
H2 histocompatibility-2, MHC H-2, MHC-II
Mbl2 mannose-binding lectin (protein C) 2 MBL, MBL-C, MBP-C
Havcr1 hepatitis A virus cellular receptor 1 Tim1, KIM-1, TIM-1, Timd1, AI503787
Hmgb1 high mobility group box 1 amphoterin, DEF, Hmg1, HMG-1, p30,
SBP-1
Ifng interferon gamma Ifg, IFN-gamma, IFNγ
Il1b interleukin 1 beta IL-1B, IL-1beta
Il17a interleukin 17A Ctla8, Ctla-8, Il17, IL-17A
Il18 interleukin 18 Igif, Il-18
Il4 interleukin 4 Il-4
Il10 interleukin 10 cytokine synthesis inhibitory factor, IL-
10
Il6 interleukin 6 Il-6
IRAK-3 interleukin-1 receptor-associated kinase 3 4833428C18Rik, IRAK-M
Itgam integrin alpha M CR3, CR3A, MAC1, Cd11b, Ly-
40, Mac-1, Mac-1a, CD11b/CD18,
F730045J24Rik
Itgae integrin alpha E, epithelial-associated CD103, aM290, alpha-E1, A530055J10,
alpha-M290
Itgax integrin alpha X Cr4, N418, Cd11c, AI449405
Lcn2 lipocalin 2 NRL, 24p3, Sip24, AW212229, NGAL
Ly6b lymphocyte antigen 6 complex, locus B Ly6B.2
Ly6g lymphocyte antigen 6 complex, locus G Gr1, Gr-1, Ly-6G
Mrc1 mannose receptor, C type 1 MR, CD206, AW259686
Ms4a1 membrane-spanning 4-domains, subfami-
ly A, member 1
Cd20, Ly-44
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MGI-
Gensymbol
MGI-Name ga¨ngige Aliasse
Nlrp3 NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3
Cias1, cryopyrin, Mmig1, NALP3,
Pypaf1
Nptx1 neuronal pentraxin 1 D11Bwg1004e, Np1
Nptx2 neuronal pentraxin 2 narp, np2
Nptxr neuronal pentraxin receptor 1200009K17Rik, 1700036C17Rik,
5730406O18Rik, D15Bwg0580e, NP-
CD, NPR
Ptprc protein tyrosine phosphatase, receptor ty-
pe, C
loc, B220, Cd45, L-CA, Ly-5, T200,
CD45R, Lyt-4
Ptx3 pentraxin related gene pentraxin 3, TSG-14, AI607804
Ptx4 pentraxin 4 1110018H23Rik
Rela v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog A (avian)
p65
Rn18s 18S ribosomal RNA -
S1pr1 sphingosine-1-phosphate receptor 1 Edg1, S1P, S1P1
Selplg selectin, platelet (p-selectin) ligand CD162, Psgl1, Psgl-1
Spocd1 Spen paralog and ortholog C-terminal do-
main containing 1
OTTMUSG00000009522
Tnf tumor necrosis factor DIF, Tnfa, TNF-a, TNFSF2, Tnlg1f,
Tnfsf1a, TNFalpha, TNF-alpha
Tnfaip6 tumor necrosis factor alpha induced prote-
in 6
Tnfip6, Tsg6, TSG-6
Tgfb1 transforming growth factor, beta 1 Tgfb, Tgfb-1, TGFbeta1, TGF-beta1,
TGF-beta 1
Fu¨r die Unterscheidung zwischen humanen und murinen Nukleinsa¨uren bzw. Proteinen wurden die
ga¨ngigen Nomenklaturregeln angewandt, wie es hier am Beispiel des Moleku¨ls Pentraxin 3 gezeigt
wird.
Spezies Nukleinsa¨ure Protein
Homo sapiens PTX3 PTX3
Mus musculus Ptx3 Ptx3
XVI
1 Einleitung
Die vorliegende Arbeit verfolgte die Ziele, durch den Einsatz diverser in vitro und in vivo Methoden,
zum einen die Rolle des Proteins Pentraxin 3 bei entzu¨ndlichen Nierenerkrankungen u¨ber den Stand
des Wissens hinaus zu beschreiben und zum anderen im Sinne eines translationalen Forschungs-
ansatzes die sich daraus ergebenden Therapieoptionen im Tierexperiment auszuloten.
1.1 Anatomie und Funktion der Nieren
Die Nieren spielen in Wirbeltieren eine wichtige Rolle bei einer Reihe fundamentaler physiologischer
Prozesse. Dazu geho¨ren u.a. die Ausscheidung von Endprodukten des Stoffwechsels, die Regu-
lierung des Blutdrucks und des Wasser- und Elektrolythaushalts, die Stimulierung der Produktion
von Blutzellen, sowie die Aufrechterhaltung des Sa¨ure-Base-Haushaltes. Dementsprechend kann
die Dysfunktion der Nieren akut und chronisch verlaufende Pathologien mit zum Teil hoher Mortalita¨t
zur Folge haben [127].
Abbildung 1: Schematischer Aufbau der menschlichen Niere. (A) Die Niere ist ein retroperitoneal ange-
legtes, paariges Organ, das sich makroskopisch in Cortex renis, Medulla renis sowie die Calices renales und
die Pelvis renalis aufteilen la¨sst. Im Gegensatz zur menschlichen Niere, die mehrere medulla¨re Pyramiden
hat (hier gezeigt), ist die murine Niere unilobar (ein durchgehendes medulla¨res Segment). Die Blutversorgung
erfolgt u¨ber die Arteria bzw. Vena renalis, der Abfluss von Endharn in die Blase u¨ber den Ureter. (B) Das
Nephron ist die funktionelle Filtrationseinheit der Niere. Es durchzieht Kortex und Medulla und setzt sich aus
einem Glomerulus und einem damit verbundenen Tubulusappart zusammen, der sich wiederum in distinkte
funktionelle Abschnitte untergliedern la¨sst.
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Die Perfusion beider Nieren (Abb. 1A) erfolgt u¨ber je eine Nierenarterie (Arteria renalis, Zufluss)
und eine Nierenvene (Vena renalis, Abfluss). Die funktionelle Einheit, die fu¨r die Filtration des Blu-
tes, die Ru¨ckresorption stoffwelchselrelevanter Moleku¨le und die Sezernierung u¨berschu¨ssiger Salze
und Proteine verantwortlich ist, ist das Nephron (Abb. 1B). Ein gesunder Erwachsener hat in etwa
eine Million Nephrone pro Niere [23]. Hier wird in den Nierenko¨rperchen (Glomeruli) durch die Filtra-
tion des Blutes der Prima¨rharn gebildet, welcher in den ableitenden Nierenkana¨lchen (Tubuli) weiter
zum Endharn aufkonzentriert wird. In den Tubuli findet unter Energieaufwendung die Ru¨ckresorption
essentieller Biomoleku¨le statt. Der Harn wird aus den Tubuli u¨ber die Nierenkelche (Calices renales)
in die Nierenbecken (Pelves renales) abgeleitet und schließlich u¨ber die Harnleiter (Ureteren) in die
Blase abgefu¨hrt.
Wa¨hrend sich der Großteil der Glomeruli und der geschwungen verlaufende Teil des Haupt-
stu¨ckes des ableitenden Tubulus (Tubulus proximalis, Pars convoluta) dem makroskopisch gut diffe-
renzierbaren Nierenkortex (Cortex renis) zuordnen lassen, bilden der gerade Teil des Hauptstu¨cks
(Tubulus proximalis, Pars recta), das U¨berleitungsstu¨ck (Tubulus attenuatus) und der gro¨ßte Teil des
Mittelstu¨cks (Tubulus distalis) das Nierenmark (Medulla renis). Definitionsgema¨ß la¨sst sich der Tu-
bulus proximalis weiterhin in drei distinkte, miteinander verbundene Segmente unterteilen. Das Seg-
ment S1 beinhaltet den Anfang und das Mittelstu¨ck der Pars convoluta, S2 deren Schlussstu¨ck sowie
den Anfang der Pars recta und S3 ausschließlich die Pars recta. [176,298]. Aus funktioneller Sicht wer-
den die geraden Teile des Tubulus proximalis und distalis sowie der Tubulus attenuatus zur Henle-
Schleife zusammengefasst. Hier findet in der Hauptsache die transzellula¨re Wasserru¨ckresorption
aus dem Prima¨rfiltrat statt. Die Mittelstu¨cke mehrerer Nephrone verbinden sich zu Sammelrohren (Tu-
bulus renalis colligens), die sich durch Rinde und Mark ziehen und in die Nierenkelche mu¨nden [127].
Die anatomischen Einheiten, die in der vorliegenden Arbeit pathophysiologisch im Vordergrund
stehen, sind der Tubulus proximalis und distalis.
1.2 Akutes und chronisches Nierenversagen
Systematisch lassen sich Nierenerkrankungen in sterile und nicht-sterile Nierenentzu¨ndungen (Ne-
phritiden), Systemerkrankungen mit Nierenbeteiligung, erblich bedingte Erkrankungen, Nierensteine,
Nierentumore und Nephropathien nach Nierentransplantation einteilen [127].
Ungeachtet ihrer Genese und des zugrundeliegenden Pathomechanismus ko¨nnen sich Niere-
nerkrankungen per Definition als akutes oder chronisches Nierenversagen pra¨sentieren. Bei Akutem
Nierenversagen (ANV) handelt es sich um ein klinisches Krankheitsbild, bei dem die Nierenfunktion
abrupt einbricht [167]. Persistieren diese Abweichungen in Struktur und/ oder Funktion fu¨r mehr als
drei Monate spricht man von chronischem Nierenversagen (CNV) [45].
Weltweit hat einer von fu¨nf Erwachsenen eine ANV-Episode wa¨hrend eines Krankenhausauf-
enthaltes [249]. Bereits eine einzelne ANV-Episode ist mit der Senkung der 10-Jahres-U¨berlebensrate
nach Erkrankung assoziiert [158]. Geht das ANV mit einer strukturellen Scha¨digung der Nieren einher,
ha¨ngt das klinische Ergebnis letztlich davon ab, wie viele Nephrone wa¨hrend der Scha¨digung irrever-
sibel verloren gegangen sind und wie gut dem Organ die Rekonstitution gescha¨digter Nephrone in
der Regenerationsphase nach der Scha¨digung gelingt. Bei hohem Schadensmaß und/ oder nur ge-
ringfu¨giger Regeneration progrediert das akute zu einem chronischen Nierenversagen mit tubula¨rer
Atrophie und interstitieller Fibrose [46].
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Laut der International Society of Nephrology (ISN) leiden zwischen 8 und 10 % der Erwach-
senen weltweit an einer Form des CNV (http://www.worldkidneyday.org/faqs/chronic-kidney-disease/,
Stand 12.08.2018). Solche Patienten haben ein drastisch erho¨htes Risiko fu¨r die Entwicklung einer
terminalen Niereninsuffizienz und letale, kardiovaskula¨re Komplikationen [263].
Gerade bei a¨lteren Patienten, die zu der am schnellsten wachsenden Population chronisch
Nierenkranker geho¨ren, ist die Therapie mit dem geringsten Mortalita¨tsrisiko die Nierenersatztherapie
(Dialyse) [214], ein Verfahren, das kostenintensiv und daher besonders in La¨ndern mit geringem und
mittlerem Einkommen nur begrenzt zur Verfu¨gung steht [185].
1.3 Entzu¨ndliche Nierenerkrankungen
Die Definitionen zu ANV und CNV basieren auf der Funktionseinschra¨nkung der Nieren und sind
entsprechend wichtig fu¨r die Einordnung der Schwere der Erkrankung, die entsprechende Prognose
sowie die Wahl der geeigneten Therapie. U¨ber den zugrundeliegenden Pathomechanismus sagen
diese Definitionen nichts aus. Die Nieren sind sowohl unter physiologischen als auch pathophysio-
logischen Bedingungen eng mit dem Immunsystem verknu¨pft [257]. In der Homo¨ostase reinigen die
Nieren das Blut von zirkulierenden Immunmediatoren und bakteriellen Toxinen, was dazu beitra¨gt
die Aktivita¨t des Immunsystems zu regulieren. Daru¨ber hinaus u¨berpru¨ft ein dichtes Netzwerk intra-
renaler residenter Immunzellen das Prima¨rfiltrat der Glomeruli auf die Anwesenheit ko¨rperfremder
Komponenten (Antigene), was ebenfalls direkte Konsequenzen fu¨r die Aktivita¨t des Immunsystems
hat [257]. Daru¨ber hinaus tragen die intrarenalen, residenten Phagozyten zum Umsatz extrazellula¨rer
Matrix durch die Sezernierung von Metalloproteinasen sowie zur Beseitigung apoptotischer Zellen
bei [194,143].
Durch diese physiologisch wichtige, sehr enge Verzahnung ziehen Entgleisungen des Immun-
systems die Nieren oft in Mitleidenschaft, wie z.B. beim Goodpasture-Syndrom, Lupus erythema-
todes, der membrano¨sen Glomerulonephritis oder der idiopathischen interstitiellen Nephritis [257]. Je
nach Schwere und Verlauf entwickeln Patienten mit solchen Erkrankungen des Immunsystems ein
ANV bzw. CNV.
In umgekehrter Weise ziehen direkte Scha¨digungen des Nierenparenchyms, die nicht direkt
vom Immunsystem vermittelt wurden, oft eine sterile Entzu¨ndungsreaktion nach sich. Dies kann
durch Toxine und Medikamente wie z.B. Schwermetalle, Cisplatin oder Ro¨ntgenkontrastmittel, als
auch durch ischa¨mische Prozesse wa¨hrend einer Sepsis, einem Niereninfarkt oder einer Nieren-
transplantation vorkommen [260]. Klinisch stellen sich solche Situation oft als ANV dar.
Ein wichtiger pathophysiologischer Zusammenhang, der bei immunassoziierten (Nieren-) Scha¨di-
gungen zum Tragen kommt, ist, dass Entzu¨ndungen als Reaktion auf Gewebescha¨digungen weitere
parenchymale Scha¨den verursachen und die Entzu¨ndung somit nicht abklingt, ein Prozess der als
Nekroinflammation bezeichnet wird [277,183].
Sowohl bei akutem als auch chronischem Nierenversagen richtet sich die Therapie nach den
Komplikationen und ist symptomatisch. Dies beinhaltet auch den Einsatz von Nierenersatzverfahren.
Daru¨ber hinaus werden im Sinne einer kausalen Therapieform bei Nierenerkrankungen mit Beteili-
gung des Immunsystems immunsuppressive Medikamente zur Reduktion intrarenaler Entzu¨ndungs-
prozesse eingesetzt [281]. Dabei spielt zuna¨chst keine Rolle, ob die Entzu¨ndung prima¨r ursa¨chlich fu¨r
den Nierenfunktionsverlust war, oder sekunda¨r als Antwort auf die Gewebescha¨digung einsetzte.
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Seit den ersten Behandlungserfolgen bei immunvermittelten Nierentransplantatabstoßungen
mit Azathioprin in den 1960er Jahren [37,184] wurden verschiedene Strategien entwickelt, um Entzu¨n-
dungsreaktionen bei Nephritiden verschiedener Genese entgegenzuwirken. Dabei wurde und wird
versucht, auf verschiedene Komponenten des Immunsystems Einfluss zu nehmen, so z.B. T-Zellen
(anti-TCR Antiko¨rper, Calcineurin- und Kostimulations-Inhibitoren), B-Zellen (anti-MS4A1/CD22 An-
tiko¨rper, B-Zell-Differenzierungs- und Plasmazell-Proteasom-Inhibitoren), Komplementproteine (anti-
C5 Antiko¨rper), Zytokine (Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten, Janus-Kinase-Inhibitoren, spezifische
Antiko¨rper), Chemokine (CCR4/ CCR5- Antagonisten) oder Zelladha¨sionsmoleku¨le (S1P-Rezeptor 1
Modulatoren) [281]. Diese Auflistung zeigt bereits, dass das Immunsystem viele Zielstrukturen bie-
tet, die - auch im Rahmen entzu¨ndlicher Nierenerkrankungen - potentiell pharmakologisch moduliert
werden ko¨nnen, um seine Aktivita¨t zu regulieren.
Grundsa¨tzlich hat das Immunsystem die Aufgabe, die funktionelle Integrita¨t des Ko¨rpers auf-
rechtzuerhalten. Die Initialisierung und Aufrechterhaltung einer Entzu¨ndungsreaktion ist entschei-
dend fu¨r die Beseitigung von pathogenen Mikroorganismen. Die dazu eingesetzten Effektormecha-
nismen sind sehr potent und scha¨digen, bzw. to¨ten nicht nur Pathogene sondern auch umliegendes
Gewebe des Wirtes. Im Falle von Infektionen sind diese Kollateralscha¨den ein verha¨ltnisma¨ßig klei-
ner Preis fu¨r das in Schach halten einer potentiell lebensbedrohlichen Situation. Eine Immunreaktion
im Kontext steriler Entzu¨ndungen - also in Abwesenheit von Pathogenen - induziert genauso paren-
chymale Scha¨den ohne jedoch gegen den prima¨ren, nicht-infektio¨sen Stimulus vorzugehen, sodass
die dominante Auswirkung der Immunaktivierung in diesem Fall der Verlust gesunden Gewebes ohne
zugrundeliegenden Schutz der Integrita¨t des Wirtes ist [216].
Diese maladaptive Reaktion des Immunsystems, die im Falle der Nieren einen gewichtigen Bei-
trag zur Entwicklung von ANV, CNV und terminalem Nierenversagen leisten kann, ist Gegenstand in-
tensiver immunologischer und nephrologischer Forschung. Web of Science (https://wcs.webofknow-
ledge.com) za¨hlte allein im Jahr 2018 2177 Publikationen zum Thema Entzu¨ndung und Niere (Such-
begriffe ”inflammation” und ”kidney”). Das starke Interesse an diesem Themengebiet ha¨ngt vor al-
lem damit zusammen, dass weiterhin ein großer medizinischer Bedarf an effektiven therapeutischen
Ansa¨tzen zur Einda¨mmung Immunsystem-vermittelter Nierenscha¨den besteht.
Auch die vorliegende Arbeit bescha¨ftigt sich experimentell mit unterschiedlichen Nierenerkran-
kungen bei denen pro-entzu¨ndliche Prozesse und die Aktivierung des Immunsystems zu den grund-
legenden Pathomechanismen geho¨ren und deren Entstehung nicht mit dem Einfluss pathogener
Mikroorganismen zusammenha¨ngt.
1.4 Die Immunantwort bei akuter und chronischer Nierenscha¨digung
Klassischerweise wird das Immunsystem in die angeborene (innate) und die erworbene (adaptive)
Immunita¨t untergliedert (Abb. 2). Wa¨hrend erstere in allen Individuen zu jeder Zeit gegeben ist und
eine schnelle und breit gefa¨cherte Immunantwort vermittelt, ermo¨glicht zweitere durch die Selektion
antigenspezifischer Lymphozytenklone und die Ausbildung eines Immungeda¨chtnisses eine zeitlich
versetzte, aber dafu¨r spezifischere - und damit effizientere - Antwort auf einen immunogenen Stimu-
lus [122].
Polly Matzinger vertrat 1994 erstmalig die Hypothese, dass das Immunsystem nicht nur fu¨r
die Unterscheidung zwischen ko¨rpereigenem und -fremden Material sondern auch fu¨r die Erken-
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Abbildung 2: Systematische Untergliederung des Immunsystems in Mensch und Maus. Beide Arme des
Immunsystems, die innate (links) und die adaptive Seite (rechts), beinhalten jeweils sowohl humorale als auch
zellula¨re Komponenten. Die einzelnen Zelltypen und lo¨slichen Mediatoren beider Arme erfu¨llen im Organismus
wa¨hrend Homo¨ostase bzw. Immunantwort teils u¨berlappende und teils sich erga¨nzende Funktionen, im Bezug
auf zeitliche Dynamik, Lokalisation und Effektorfunktion.
nung ko¨rpereigener Gefahrensignale verantwortlich ist [173]. Ein solches Gefahrensignal kann jedes
ko¨rpereigene Moleku¨l sein, das wa¨hrend, nach oder auf Grund einer Scha¨digung in einem Kompar-
timent vorkommt, in dem es normalerweise nicht anzutreffen ist, so z.B. nuklea¨res Material im Extra-
zellularraum [235]. Diese Biomoleku¨le werden unter dem Begriff ”Gefahren- bzw. Schaden-assoziierte
molekulare Strukturen” zusammengefasst (engl.: danger/ damage associated molecular patterns,
DAMPs). Dieser Name wurden analog zu den zuvor definierten ”Pathogen-assoziierten molekularen
Strukturen” gewa¨hlt (engl.: pathogen associated molecular patterns, PAMPs), die als die klassischen
ko¨rperfremden Stimuli verstanden werden, welche eine Abwehrreaktion einleiten ko¨nnen [122]. Dazu
za¨hlen u.a. Lipoppolysaccharide (LPS), Peptidoglycane, Flagellin, mikrobielle Ribo- und Desoxyribo-
nukleinsa¨uren (RNS bzw. DNS, engl.: RNA bzw. DNA) und Virushu¨llen und deren Kapside [122].
Die Reaktion des Immunsystems auf PAMPs und DAMPs ist ein vielschichtiger Prozess, des-
sen Verlauf und Ergebnis vom betroffenen Organsystem sowie der Schwere des Pathogenbefalls
bzw. des prima¨ren Schadens abha¨ngen kann. Entsprechend dem Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit wird im Folgenden ein idealtypischer Verlauf einer ANV-assoziierten, sterilen, renalen Entzu¨n-
dungsreaktion beschrieben, wie er in der Literatur zu finden ist [135,237,144,211,258].
Ausgehend von der Homo¨ostase (Abb. 3A) erleidet die Niere z.B. im Rahmen einer ischa¨-
mischen Episode oder einer Intoxikation mit Medikamenten einen parenchymalen Schaden. In des-
sen Folge setzten die gescha¨digten Zellen DAMPs, wie z.B. High–Mobility-Group-Protein B1, Hi-
stone, Hitzeschockproteine, Fibronektin und Biglykan [144], in den Extrazellularraum frei (Abb. 3B).
Sie haben sowohl direkte Auswirkungen auf den Verlauf der Organscha¨digung als auch auf den
Entzu¨ndungsprozess. U¨ber die Aktivierung des NOD-like Rezeptor Protein 3 (Nlrp3) und die nach-
geschaltete Bildung des Nlrp3-Inflammasomes ko¨nnen manche DAMPs eine regulierte Form des
Zelltods auslo¨sen [22]. Ebenso wirken extrazellula¨re Histone u¨ber ihrer stark positive Gesamtladung,
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Abbildung 3: Idealtypischer Verlauf einer ANV-assoziierten, sterilen, renalen Entzu¨ndungsreaktion. Der
obere Teil der Graphik zeigt den klinischen Verlauf der exkretorischen Nierenfunktionsparameter Serumkrea-
tinin und Glomerula¨re Filtrationsrate (GFR) bei einer zugrundeliegenden, sterilen Entzu¨ndungsreaktion, de-
ren Ablauf im unteren Teil an Hand eines Tubulussegmentes mit pertubula¨rer Kapillare dargestellt ist. (A)
Homo¨ostase: Gesundes Nierenparenchym mit residenten Phagozyten, die apoptotische Nierenzellen beseiti-
gen, und in den Gefa¨ßen patrouillierenden Neutrophilen. (B) Fru¨he Scha¨digung/ Zelltod und Entzu¨ndung: Ver-
letzte Tubuluszellen setzten DAMPs und Zytokine frei, die Neutrophile aus dem Endothel anlocken und Immun-
und Parenchymzellen scha¨digen. Parallel fa¨ngt die exkretorische Nierenfunktion (GFR) an abzunehmen, das
Serumkreatinin zeigt noch keine Vera¨nderungen. (C) Spa¨te Scha¨digung/ M1-Makrophagen Antwort: Infiltrie-
rende Monozyten differenzieren im pro-entzu¨ndlichen Milieu der gescha¨digten Niere zu M1-Makrophagen, die
wiederum pro-entzu¨ndlich wirken. Das Ende dieser Phase markiert der Pha¨notypen-Wechsel von M1- zu M2-
Makrophagen. Klinisch bricht die Nierenfunktion durch die fortlaufende Entzu¨ndung und Gewebescha¨digung
vollsta¨ndig ein. Die GFR erreicht ihren Tiefpunkt, das Serumkreatinin steigt auf seinen Ho¨hepunkt. (D) Re-
generation/ M2-Makrophagen Antwort: Die Transformation der Makrophagen zu einem M2-Pha¨notyp bringt
Entzu¨ndungsresolution und Beseitigung von gescha¨digten Immun- und Nicht-Immunzellen sowie deren Zellde-
bris. Verlorene Parenchymzellen werden - soweit mo¨glich - durch Hyperplasie oder Hypertrophie benachbarter
Zellen ersetzt. Die Nierenfunktionen beginnen sich zu erholen. (E) Langzeitverlauf/ Fibrose und Atrophie: Par-
allel zur epithelialen Heilung (hier nicht dargestellt) expandieren eingewanderte Fibroblasten und sezernieren
Bestandteile extrazellula¨rer Matrix (Fibrose) zur Stabilisierung erhaltener und zur ra¨umlichen Kompensation
verlorengegangener Strukturen. Vera¨ndert nach Kundert et al. [143]
die zu einer Depolarisation der Zellmembran und einer Zelllyse fu¨hren kann, direkt zytotoxisch [240].
Diese Zusammenha¨nge werden in der Literatur als positiver Feedback-Loop verstanden, in dem jede
Form von Zelltod, die zur Freisetzung von DAMPs in den Extrazellularraum fu¨hrt weiteren Zelltod
induziert (Abb. 3B) [183].
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Daru¨ber hinaus - und im Einklang mit der Hypothese von Polly Matzinger - werden DAMPs ge-
nauso wie PAMPs von Keimbahn-kodierten Mustererkennungsrezeptoren (engl.: pattern recognition
receptors, PRRs) des angeborenen Immunsystems erkannt und als Signale verarbeitet [254]. Diese
Rezeptoren ko¨nnen membrangebunden, intrazellula¨r oder auch in lo¨slicher Form vorkommen [140].
Zu den wichtigsten za¨hlen die membransta¨ndigen Toll-a¨hnlichen Rezeptoren (Toll-like receptors,
TLRs) [253], die bereits erwa¨hnten zytosolischen NOD-a¨hnlichen Rezeptoren (nucleotid-binding oligo-
merization domain-like receptors, NLRs) [39] und eine Reihe Zell-ungebundener, lo¨slicher Moleku¨le,
wie etwa die Proteine des Komplementsystems, natu¨rliche Antiko¨rper und Pentraxine [138]. Dabei wer-
den diese PRRs nicht nur von Immun- sondern auch von Nicht-Immunzellen exprimiert, so z.B. von
renalen Parenchymzellen [255,89,99].
Die Aktivierung von PRRs in und auf renalen Parenchymzellen sowie intrarenalen mononu-
kla¨ren Phagozyten leitet die Immunantwort auf den parenchymalen Gewebeschaden ein [144,12]. Die
Zellen sezernieren Chemokine, wie z.B. CXCL1, CXCL8, CCL2 und CCL5, die eine pro-entzu¨ndliche
Reaktion und die Rekrutierung von weiteren Immunzellen - welche die entsprechenden Chemokinre-
zeptoren expremieren - aus der Blutzirkulation sowie den lymphatischen Organen in die gescha¨digten
Nieren vermitteln (Abb. 3B&C) [26,144].
Die Rekrutierung von Immunzellen jeder Art in die Nieren wird durch die Hochregulation von
Adha¨sionsmoleku¨len auf der luminalen Seite renaler Endothelzellen ermo¨glicht. Dazu geho¨ren vor-
nehmlich das interzellula¨re Zelladha¨sionsmoleku¨l 1 (engl.: intercellular adhesion molecule 1, ICAM-
1), das vaskula¨re Zelladha¨sionsmoleku¨l 1 (engl.: vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1), Se-
lektine und der Fraktalkinrezeptor CX3CR1 [135,213].
Die evolutiona¨r und phylogenetisch u¨bergreifend konservierte, prima¨re Funktion der infiltrieren-
den Immunzellen ist es, den scha¨dlichen Stimulus zu erkennen und zu beseitigen [122]. Sind Patho-
gene die prima¨re Ursache fu¨r diese Aktivierung, schu¨tzen die Effektorzellen vor der weiteren Aus-
breitung des Mikroorganismus und den damit verbundenen Scha¨den. Im Falle steriler Entzu¨ndungen
ko¨nnen die Zellen diese Aufgabe nicht erfu¨llen, da ein zu beka¨mpfender Fremdko¨rper fehlt [216].
Zu den Immunzellen, die in der fru¨hen Phase der Entzu¨ndung in das gescha¨digte Organ ein-
wandern, werden klassischerweise neutrophile Granulozyten, natu¨rliche Killerzellen und Monozyten
geza¨hlt, Zellen der innaten Immunita¨t (Abb. 3B) [211,279]. Zellen der adaptiven Immunita¨t folgen zeit-
verzo¨gert, wobei T-Lymphozyten wiederum die ersten Zellen dieser Art sind, die in die entzu¨ndeten
Nieren einwandern [159]. Neutrophile sezernieren unter entzu¨ndlichen Bedingungen weitere pro-ent-
zu¨ndliche Zytokine, Chemokine und reaktive Sauerstoffspezies, die ihrerseits noch mehr Immunzel-
len in die Niere locken, oder direkt zytotoxisch auf das umliegende Gewebe wirken [143,161]. Neutro-
phile ko¨nnen auch eine besondere Form des Zelltodes zeigen, welche zur plo¨tzlichen Ausschu¨ttung
sa¨mtlicher Zellbestandteile in den Extrazellularraum fu¨hrt. Dort fungieren diese wiederum als DAMPs
(Abb. 3B) [190]. Dies kann unter anderem als Reaktion auf pro-entzu¨ndliche Zytokine wie etwa den
Tumornekorsefaktor (TNF) oder Interleukin 18 (IL-18) geschehen [161]. Diese Prozesse treiben den
positiven feedback-loop aus Zelltod und Rekrutierung von Immunzellen - die Nekroinflammation
- zuna¨chst weiter an [183] und weiten damit die Kollateralscha¨den auf umliegendes, prima¨r nicht
gescha¨digtes Gewebe aus. Tatsa¨chlich betrifft diese Ausweitung nicht nur die Niere, sondern auch
andere Organsysteme. In den Nieren freigesetzte DAMPs ko¨nnen mit der Blutzirkulation z.B. in
die Lunge gelangen, wo sie ebenfalls Zelltod und eine Aktivierung des Immunsystems induzieren
ko¨nnen [213,94,189].
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In der spa¨ten Scha¨digungsphase werden CC-Chemokin Rezeptor 2 (Ccr2) exprimierende Mo-
nozyten durch die freigesetzten DAMPs und Zytokine in die Nieren gelockt (Abb. 3C). In dem pro-
entzu¨ndlichen Mikromilieu, das von sterbenden Parenchymzellen und aktivierten Immunzellen ge-
neriert wird, differenzieren die Monozyten zu sogenannten M1-Makrophagen, die ihrerseits wie-
derum pro-entzu¨ndlich wirken [92,170]. Die andauernde Nekroinflammation in den Nieren macht sich
spa¨testens hier klinisch als kritischer Abfall der Nierenfunktionen bemerkbar, was in Abbildung 3 an
Hand der exkretorischen Nierenparameter der glomerula¨ren Filtrationsrate und dem Serumkreatinin
exemplarisch gezeigt ist (Abb. 3C).
Das herrschende Mikromilieu in den Nieren a¨ndert sich u¨ber die Zeit (Abb. 3D), wobei die mo-
lekularen Ursachen zum Teil noch nicht vollsta¨ndig verstandenen sind [143,258]. Die Expression und
Aktivita¨t pro-entzu¨ndlicher Mediatoren (z.B. TNF, Interferon γ (IFNγ), Interleukine (IL-) 1b, 6, 17a und
23, Komplementfaktoren) nimmt zu Gunsten einer gesteigerten Expression anti-inflammatorischer
und pro-regenerativer Biomoleku¨le (z.B. IL-4 und 10, Transforming Growth Factor β1, Ha¨moxygenase
1) ab [106,290]. Diese Faktoren werden ebenso von residenten als auch infiltrierten Immunzellen se-
zerniert und begu¨nstigen die Entzu¨ndungsresolution und Heilung des verletzten Gewebes [143]. Nach
heutigem Versta¨ndnis ist die Balance aus pro- und anti-entzu¨ndlichen Mediatoren fu¨r das Ausmaß
des Schadens und die Kapazita¨t zu Regeneration bei einer akuten Nierenscha¨digung ausschlagge-
bend [144]. Ein wichtiges Ereignis in der Vera¨nderung des Mikromilieus stellt der Pha¨notypenwechsel
von M1-Makrophagen zum sogenannten alternativ aktivierten M2-Pha¨notyp dar. Fu¨r die Niere konnte
gezeigt werden, dass die IL-1 Rezeptor assoziierte Kinase 3 (IRAK-3) eine wichtige Rolle in diesem
Prozess spielt [150,247]. Die Kapazita¨t der Makrophagen diesen Pha¨notypenwechsel zu vollziehen, be-
einflusst den weiteren Verlauf maßgeblich, da die M2-Makrophagen zu Entzu¨ndungsresolution, An-
giogenese, Beseitigung von Zelldebris und Geweberestrukturierung beitragen ko¨nnen (Abb. 3D) [95,143].
Es wird diskutiert, ob ein mo¨glicher Auslo¨ser fu¨r den M1-M2-U¨bergang u.a. die Beseitigung apoptoti-
scher Neutrophilen ist [278,143]. Hier ist wichtig zu erwa¨hnen, dass das M1-M2-Makrophagen-Paradigma
vornehmlich aus Zellkulturexperimenten heraus entwickelt wurde und sich nach Stand des Wissens
in vivo weniger extreme Pha¨notypen sondern vielmehr ein Kontinuum aus Zusta¨nden zwischen dem
pro-entzu¨ndlichen M1 und dem anti-entzu¨ndlichen M2 darstellen [172]. Das Konzept beha¨lt in der
ga¨ngigen Fachliteratur jedoch immer noch seine Gu¨ltigkeit.
Die Resolution der Entzu¨ndung ist die Grundvoraussetzung fu¨r das Einsetzten von epithe-
lialer Heilung und der Wiederherstellung der kompromittierten Barrierefunktion [149,10]. Nach heuti-
gem Versta¨ndnis besteht die Regeneration von renalen Tubuluszellen aus zwei Aspekten. Zum einen
durchlaufen differenzierte Zellen, die den akuten Schaden u¨berlebt haben, mehrfach unvollsta¨ndige
Zellzyklen (Endozyklen) [148]. Dies fu¨hrt zum Zellwachstum und einer erho¨hten Funktionalita¨t der Zel-
le (Hypertrophie). Zum anderen kommt es zu Proliferation vereinzelter renaler Vorla¨uferzellen, was
einen wichtigen Beitrag zur Kompensation verlorener Nierenzellen leistet (Hyperplasie) [148]. Neben
der epithelialen und endothelialen Regeneration spielt die mesenchymale Heilung eine wichtige Rolle
(Abb. 3E). Die Sekretion von Kollagenen und anderen Bestandteilen der extrazellula¨ren Matrix durch
Fibroblasten ist fu¨r die Stabilisierung der u¨briggebliebenen Nephrone unabdingbar. Fibrose schließt
die Lu¨cken im Gewebe, die durch den Verlust von Tubulusabschnitten entstanden sind [285,11]. Der
funktionale Langzeitverlauf ha¨ngt maßgeblich davon ab, wie schwer der initiale Schaden und die
anschließende Immunantwort waren [211], also davon, wie viele Nephrone u¨berlebt haben oder rege-
neriert werden konnten [143]. Bei einer schweren ANV-Episode, die mit großfla¨chiger mesenchymaler
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Heilung verbunden ist, ist die Entwicklung einer subsequenten chronischen Niereninsuffizienz, die
sich in einer progredienten Funktionsverschlechterung a¨ußert, sehr wahrscheinlich [144,47].
Therapeutische Ansa¨tze zu finden, die das Fortschreiten von ANV zu CNV aufhalten, oder zu-
mindest verlangsamen, ist ein wichtiges Ziel der translationalen Nierenforschung. Hierbei ist die Mo-
dulation der Immunantwort ein naheliegender und potentiell vielversprechender Ansatz. Auf Grund
der Komplexita¨t und Plastizita¨t des Immunsystems ist jedoch die Entzu¨ndung als solche in ihrer
Ga¨nze von Initiation bis zur Resolution noch nicht abschließend verstanden [212,183], sodass die Iden-
tifikation neuer therapeutischer Ziele andauert. Weiterhin ist auch die Re-Evaluierung bereits be-
kannter Therapeutika im Kontext anderer Erkrankungen als der urspru¨nglich avisierten ein andau-
erndes Thema [52], mitunter auch in der Nephrologie [245]. Zu diesem Prozess za¨hlt auch zu hinterfra-
gen, ob ein Therapeutikum in unterschiedlichen Erkrankungsmodellen mit a¨hnlichen Pathomechanis-
men oder in unterschiedlichen Maussta¨mmen vergleichbare Ergebnisse liefert. Dadurch lassen sich
verla¨sslichere Ru¨ckschlu¨sse auf die Generalisierbarkeit des zugrundeliegenden Wirkmechanismus
ziehen. Dieses Konzept wurde in der vorliegenden Arbeit fu¨r das Protein Pentraxin 3 verfolgt.
1.5 Pentraxin 3
Das Akute-Phase Protein Pentraxin 3 (Ptx3) wurde erstmalig 1990 durch Lee et al. [154] beschrieben.
Heute ist es als PRR des humoralen Arms des angeborenen Immunsystems mit nicht-redundanten
Funktionen etabliert [59].
Ptx3 geho¨rt zur Familie der Pentraxine, die allesamt den Akute-Phase-Proteinen zuzuord-
nen sind. Sie sind phylogenetisch stark konserviert, mit nachgewiesenen orthologen Proteinen in
Mensch, Maus (Mus musculus), Huhn (Gallus gallus) sowie andern Vertebraten wie z.B. Zebra-
fisch (Danio rerio) und Eidechse (Anolis carolinensis) [171]. Gemeinsam haben sie eine etwa 200
Aminosa¨uren (AS) lange Doma¨ne mit der sogenannten Pentraxin-Signatur aus Histidin-X-Cystein-X-
Serin/Threonin-Tryptophan-X-Serin (X=beliebige AS) [85]. Die Prima¨rsequenzen von humanem und
murinem Ptx3 decken sich zu 92%, was auf einen starken evolutiona¨ren Druck dafu¨r hindeutet,
Struktur und Funktion des Proteins zu erhalten [115,86]. Eine substantielle Sequenzhomologie zwi-
schen Mensch und Maus zeigt sich in a¨hnlicher Weise in anderen Mitgliedern dieser Proteinfamilie,
namentlich dem C-reaktiven Protein (CRP) und dem Serum Amyloid P (SAP, bzw. APCS) [85].
Die Familie wird grundsa¨tzlich in kurze und lange Pentraxine untergliedert. Die kurzen Pentra-
xine CRP (Abb. 4A-B) und SAP liegen bei Maus und Mensch auf dem gleichen Genabschnitt des
Chromosoms 1 [156]. Wie auch andere Akute-Phase Proteine wird CRP ausschließlich in der Leber
produziert und ins Blut sezerniert, wo es als Opsonin im Extrazellularraum Fremdproteine bindet [225].
Bindet CRP an Zellmembranen leitet es entweder direkt eine Zytolyse ein oder markiert die Zellen
fu¨r die Beseitigung durch Phagozytose [88]. Die Expression von CRP wird spezifisch durch LPS, IL-1b
oder TNF stimuliert [225]. Bei Entzu¨ndungsprozessen steigt der CRP-Serumspiegel innerhalb weniger
Stunden signifikant an, was es zu einem weit verbreiteten Entzu¨ndungsmarker in der klinischen Bio-
chemie macht [201]. Sein Sekretionsverhalten, die Fa¨higkeit zur Opsonisierung und die zytolytischen
Effekte a¨hneln sehr dem der Komplementfaktoren, mit welchen CRP gemeinsam wichtige Funktionen
bei der Pathogenbeka¨mpfung, Entfernung toter Zellen und Regulation von Entzu¨ndungsprozessen
hat [225].
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Abbildung 4: Strukturmodelle der Pentraxine CRP und PTX3. (A) CRP ist das prototypische kurze Pentra-
xin, an Hand dessen die Pentraxin-Doma¨ne definiert wurde. (B) Die Quarta¨rstruktur von CRP setzt sich aus fu¨nf
ringfo¨rmig angeordneten, globula¨ren Monomeren zusammen. (C) Das PTX3-Gen liegt auf Chromosom 3 und
wird auf Grund seiner C-terminalen Aminosa¨uresequenz (Exon 3), die fast vollsta¨ndig homolog zu der von CRP
ist, der Pentraxin-Familie zugeordnet. Die N-terminale Region ist zu keiner bekannten Aminosa¨uresequenz ho-
molog (Exon 2) [31]. Acht PTX3-Monomere (D) verbinden sich u¨ber Disulfidbru¨cken zu einer asymmetrischen
Quarta¨rstruktur mit zwei unterschiedlich großen Doma¨nen (E-F). Vera¨ndert nach Daigo et al. [59].
Ptx3 ist das prototypische Mitglied der Unterfamilie der langen Pentraxine (Abb. 4C-F) [116,86].
Daru¨ber hinaus za¨hlen hierzu auch Pentraxin 4 (Ptx4) [171], die neuronalen Pentraxine 1 und 2 (Nptx1,
Nptx2) [230,105,199] sowie der neuronale Pentraxinrezeptor (Nptxr) [13]. Nptx1, Nptx2 sowie Nptxr wer-
den ausschließlich in Zellen des Nervensystems exprimiert und sind bei Mensch und Maus auf un-
terschiedlichen Chromosomen zu finden. Alle drei Proteine wurden als Regulatoren neuronaler Plas-
tizita¨t identifiziert und spielen bei Neuroinflammation nach hypoxisch-ischa¨mischer Hirnscha¨digung
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eine Rolle [286,104,209,153,251]. U¨ber Ptx4 ist noch nicht viel bekannt, außer dass es unabha¨ngig von
Ptx3 reguliert wird und nicht oder nur geringfu¨gig durch LPS oder Il-1b induzierbar ist [171]. Unter den
langen Pentraxinen ist Ptx3 das am besten charakterisierte und in seiner Funktion bisher am besten
verstandene.
Das Gen des langen Ptx3 liegt bei Mensch und Maus auf dem Chromosom 3 [85]. In bei-
den Spezies besteht das Gen aus 3 Exonen, die fu¨r das Leitpeptid (Exon 1), eine spezifische N-
terminale Doma¨ne (Exon 2, 160 AS) und die C-terminale Pentraxin-Doma¨ne (Exon 3, 202 AS) ko-
dieren (Abb. 4C). Wa¨hrend sich die Monomere des kurzen Pentraxins CRP zu einem namensge-
benden, ringfo¨rmigen Pentamer zusammenschließen (Abb. 4B), aggregieren die je 381 AS langen
Ptx3-Monomere zu einem asymmetrischen, als kelchfo¨rmig beschriebenem Oktamer von insgesamt
ca. 340 kDa, wie Strukturanalysen aus Small-angle X-ray Scattering-Experimenten zeigen (Abb.
4F) [113,110]. Ptx3 ist nur an einer Stelle seiner Aminosa¨uresequenz glykosyliert (Asn220) und weißt
hier einen komplexen, mehrfach verzweigten fucosylierten und sialinierten Zuckerbaum auf [111].
In den proximalen Promotoren des humanen und des murinen Ptx3-Gens finden sich ver-
schiedene regulatorische Elemente, wie z.B. AP1, AP2, NF-IL6, GAS, NF-κB und SP-1 (Abb. 4C).
Wa¨hrend AP1 die basale Ptx3-Expression vermittelt, sorgt die NF-κB-Bindungsstelle fu¨r seine Hoch-
regulation unter pro-entzu¨ndlichen Bedingungen [34,8,19]. Ptx3 wird wa¨hrend Homo¨ostase und Entzu¨n-
dung nicht wie CRP in der Leber, sondern von Leukozyten, Adipozyten, Endothelzellen sowie Epithel-
zellen der Lunge und des Urogenitaltraktes gebildet und sezerniert (Abb. 5) [85]. Neutrophile Granulo-
zyten exprimieren Ptx3 mRNA nur wa¨hrend ihrer Differenzierung im Knochenmark und speichern das
Protein dann in großen Mengen in Laktoferrin-positiven Vesikeln [120]. Dies fu¨hrt dazu, dass u¨berall
dort, wo aktivierte Neutrophile degranulieren sehr hohe lokale Konzentrationen von Ptx3 erreicht wer-
den ko¨nnen, so z.B. in der fru¨hen Phase nach akutem Myokardinfarkt [175]. T- und B-Lymphozyten,
sowie natu¨rliche Killerzellen produzieren zu keiner Zeit Ptx3 [7].
Bekannte Auslo¨ser der Ptx3-Expression und Sekretion in Immun- und Epithelzellen sind pro-
entzu¨ndliche Zytokine (z.B. IL-1b, TNF), mikrobielle Strukturen (z.B. LPS, CpG-Nukleotide) sowie
intakte Mikroorganismen (z.B. humane und murine Sta¨mme des Influenzavirus) [75]. Endothelzellen
und glatte Muskelzellen exprimieren das Protein nach Stimulation mit oxidierten Lipoproteinen niede-
rer Dichte sowie anti-inflammatorischen Lipoproteinen ho¨herer Dichte [208]. IFNγ hingegen reduziert
seine Transkription und die Stabilita¨t des Ptx3-Transkriptes in dendritischen Zellen, Monozyten und
Makrophagen [207,91,72].
Fu¨r Ptx3 wurden im Rahmen von in vitro und in vivo Experimenten in den vergangenen 20
Jahren eine Reihe von Funktionen beschrieben, an Hand derer sich das Protein zunehmend als
wichtiges Biomoleku¨l in Immunita¨t und Entzu¨ndung, aber auch in Regeneration, Gewebestrukturie-
rung und Tumorbiologie herauskristallisierte (Abb. 5).
In seiner Funktion als Opsonin vermittelt Ptx3 die Erkennung und verbessert die Phagozytose
von immunogenen Fremdpartikeln, was experimentell bisher fu¨r eine Reihe von pathogenen Pilzen,
Bakterien und Viren gezeigt werden konnte [86,70,242,178,119]. Die genaue Ligand-Ptx3-Interaktion ist
dabei bisher nur fu¨r Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitidis und den Influenza-A-Virus be-
schrieben [121]. Passend zu den in vivo-Befunden wurde beim Menschen eine Assoziation zwischen
unterschiedlichen PTX3-Allelen und der Suszeptibilita¨t fu¨r Aspergillosen festgestellt [57]. Opsonin-
a¨hnliche Funktionen von Ptx3 - abseits von Mikroorganismen und davon abgeleitet Biomoleku¨len
- wurden auch fu¨r apoptotische Zellen gezeigt [17,118,220].
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Abbildung 5: Quellen und biologische Effekte von Ptx3. Ptx3 wird als Reaktion auf diverse Agonisten
(oben) von einer Vielzahl verschiedener Zellen (Mitte) sezerniert. U¨ber die direkte Interaktion mit anderen Bio-
moleku¨len (blaue Pfeile) nimmt Ptx3 Einfluss auf die Bereiche Tumorbiologie, Immunita¨t, strukturelle Stabilita¨t,
Entzu¨ndung und Regeneration. Vera¨ndert nach Garlanda et al. [87]. Abku¨rzungen (sofern noch nicht im Text
verwendet): GDF9, growth differentiation factor 9; EGF, epidermal growth factor; FGF, fibroblast growth factor;
SPOCD1, Spen paralog and ortholog C-terminal domain containing 1; FcγRI: Fc receptor, IgG, high affinity
I; KpOmpA, Klebsiella pneumoniae outer membrane protein A; Tnfaip6, tumor necrosis factor alpha induced
protein 6.
U¨ber die direkte Interaktion mit den Komplementproteinen C1q, Faktor H (FH) und dem Man-
nose-bindenden Lektin (MBL) kann Ptx3 sowohl als Komplement-Aktivator als auch als -Repressor
fungieren [192]. Repressiv auf entzu¨ndliche Prozesse wirkt Ptx3 auch u¨ber die Blockierung von P-
Selekin-Bindungsstellen, die es Immunzellen ermo¨glichen aus dem Endothel in gescha¨digtes Gewe-
be zu infiltrieren [66].
Zwei Arbeitsgruppen, die unabha¨ngig voneinander Ptx3-defiziente Ma¨use entwickelten, stellten
u¨bereinstimmend fest, dass weibliche Ptx3-/- Tiere unfruchtbar sind [86,269]. Ptx3 bindet im Cumulus
oophorus an extrazellula¨re Matrixproteine, wie z.B. das TNF-induzierte Protein 6 (TNFAIP6), und ist
hier essentiell fu¨r die Organisation und Stabilita¨t der Eizellen-umgebenden Matrix [227].
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Die noch wenig umfangreiche Datenlage zur Rolle von Ptx3 in der Tumorbiologie scheint wi-
derspru¨chlich, da das Protein in vitro als Tumorsuppressor [29] als auch als Tumorpromotor [292] iden-
tifiziert wurde. In vivo Experimente stu¨tzen derzeit das zweitere Ergebnis [292].
Ptx3 interagiert mit dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (engl. fibroblast growth factor 2, FGF2)
und inhibiert so in vitro endotheliale Zellproliferation und analog dazu in vivo eine Neovaskularisie-
rung [196]. Auf der anderen Seite markiert Ptx3 bei leicht saurem pH, wie er in offenen Wunden zu
finden ist, den Komplex aus Fibrinogen und Fibrin zum Abbau [73]. Dies wiederum ist die Grundvor-
aussetzung fu¨r eine effektive epitheliale und endotheliale Regeneration.
Abseits der translationalen Forschung ru¨ckt PTX3 seit etwa zehn Jahren zunehmend in den
Fokus klinischer Studien. Als Biomarker wird PTX3 bei ischa¨mischem Schlaganfall [296], akutem Myo-
kardinfarkt [147], akuter Graft-versus-Host-Reaktion [61], instabiler Angina pectoris [114], chronischer Herz-
insuffizienz [139], Takayasu-Arteriitis [58] und anderen vaskula¨ren Entzu¨ndungsreaktionen [28] diskutiert.
Im Zusammenhang mit sterilen Entzu¨ndungen sind die Berichte zur Rolle von Ptx3 in Tierex-
perimenten nicht eindeutig. Wa¨hrend Ptx3 die Entzu¨ndung und Scha¨digung der intestinalen Mukosa
bei akuter mesenterialer Ischa¨mie signifikant verschlimmert [244,243], scheint es beim experimentellem
Myokardinfarkt protektiv zu wirken [226]. Beide Studien basierten auf der Verwendung von Ptx3+/+ und
Ptx3-/- Tieren, sowie der Substitution der Defizienz in Ptx3-/- Ma¨usen mit rekombinantem Protein.
1.6 Rolle von Ptx3 bei entzu¨ndlichen Nierenkrankheiten
Im Kontext realer Erkrankungen wurde gezeigt, dass Ha¨modialyse die PTX3-Plasmakonzentration
erho¨ht [288] und als Indikator fu¨r eine peritoneale Entzu¨ndung [132] sowie ein substantiell erho¨htes Ri-
siko fu¨r Komborbidita¨ten fungiert [74]. Suliman et al. [248] und Uzun et al. [265] berichteten u¨ber eine
unabha¨ngige Assoziation von PTX3-Konzentrationen mit Albuminurie bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz. Im Kontext von Lupus erythematosus ist eine geringere Pra¨valenz von anti-PTX3-
Autoantiko¨rpern mit einer sta¨rkeren Nierenbeteiligung der Erkrankung assoziiert [294].
TNF stimuliert humane Mesangialzellen in vitro zur Expression von Ptx3, was zur Sekretion
proinflammatorischer Mediatoren fu¨hrt [36]. Passend dazu ließ sich PTX3 in den Nierenbiopsien von
Patienten mit steriler Nierenentzu¨ndung (v.a. mesangioproliferativer IgA-Nephritis) vermehrt in glo-
merula¨ren Endothelzellen, Mesangialzellen und interstitiellen Makrophagen anfa¨rben [36].
Vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe Anders zur Rolle von Ptx3 bei entzu¨nd-
lichen Nierenerkrankungen [152,151] lieferten die ersten funktionellen Daten in diesem Kontext und
zeigten die nicht-redundante Rolle von endogenem Ptx3 bei verschiedenen entzu¨ndlichen Pathome-
chanismen.
Im Lupus Erythematosus-a¨hnlichen Pha¨notyp, den B6lpr Tiere spontan entwickeln, fu¨hrte die
Ptx3-Defizienz zu einer Aggravierung der Lungenbeteiligung, die Nierenpathologie hingegen blieb
im Vergleich zu Ptx3-kompetenten Kontrolltieren unvera¨ndert [152]. Die Autoantigenlast in B6lpr Ptx3-/-
Ma¨usen war deutlich erho¨ht, was sich dadurch erkla¨ren ließ, dass Ptx3 die Phagozytose von poten-
tiell auto-reaktiven T-Zellen unterstu¨tzt und so die Autoantigenlast verringert. Die Pra¨senz von mehr
Autoantigenen begu¨nstigt die Entzu¨ndungsreaktion und fu¨hrt zur versta¨rkten Beteiligung von Immun-
zellen. Ob die erho¨hte Leukozytenzahl in den Lungen von B6lpr Ptx3-/- Tieren nur auf die erho¨hte
Antigenlast oder auch auf Absenz einer Ptx3-vermittelten P-Selektin-Inhibierung zuru¨ckzufu¨hren ist,
bleibt zuna¨chst unklar.
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Fu¨r das Modell des renalen Ischa¨mie- und Reperfusionsschadens (engl. renal ischemia reper-
fusion injury, rIRI), einem etablierten Operations-Verfahren, welches eine profunde sterile Entzu¨ndung
in der Niere hervorruft, konnte gezeigt werden, dass der aggravierte Pha¨notyp in Ptx3-/- Ma¨usen
durch eine Antiko¨rper-vermittelte P-Selektin-Blockade fast vollsta¨ndig reversibel ist [151]. Dieser Be-
fund untermauert vorangegangene Arbeiten von Deban et al. [66], die zeigen konnten, dass Ptx3
an P-Selektin binden kann und in unterschiedlichen entzu¨ndlichen Lungenerkrankungsmodellen P-
Selektin-abha¨ngige Neutrophileninfiltration in gescha¨digtes Gewebe zu unterbinden vermag. Inter-
essanterweise berichteten Chen et al. [49] bei deutlich milderer ischa¨mischer Scha¨digung der Nieren
ebenfalls eine signifikante Ptx3-Endothel-Interaktion, die den Beobachtungen von Lech et al. [151]
a¨hnelt. Die geringe strukturelle Scha¨digung der Nieren sowie die korrespondierende Funktionsver-
schlechterung, die die Autoren in Ptx3+/+ Tieren beobachten konnten, war im Gegensatz zum Befund
von Lech et al. in Ptx3-/- Tieren allerdings noch weniger stark ausgepra¨gt. Weitere Daten zur Rolle
von endogenem Ptx3 in diesem Modell liegen bisher nicht vor, sodass diese Diskrepanz bisher nicht
aufgekla¨rt werden konnte.
Zusammengenommen zeigen diese und die vorangegangen Studien der Arbeitsgruppe Anders
bereits, dass die Rolle von Ptx3 in entzu¨ndlichen Nierenpathologien vielschichtig sein kann. Dabei
handelt es sich bei dem Protein ohne Zweifel um einen wichtigen Immunmodulator und damit auch
um ein potentiell sehr wertvolles Zielmoleku¨l fu¨r die Therapie entzu¨ndlicher Nierenerkrankungen.
Zur besseren Abscha¨tzung der pharmakologischen Relevanz von Ptx3 bei akutem und chronischem
Nierenversagen ist allerdings mehr Grundlagenforschung no¨tig. Es ist davon auszugehen, dass die
multiplen immunregulatorischen Effekte von Ptx3 bei unterschiedlichen Nierenkrankheiten additive
oder auch sich aufhebende Effekte haben ko¨nnen. Ein Grund dafu¨r ko¨nnte auch die P-Selektin-
abha¨ngige Blockade der Rekrutierung pro- und anti-entzu¨ndlicher Leukozyten sein.
Ob allerdings Ptx3 die Migration anti-inflammatorischer Immunzellen und Fibrozyten in die
gescha¨digte Nieren beeinflusst, ist derzeit vo¨llig unbekannt. Es ist an Hand der Datenlage vorstell-
bar, dass es sich im Gegensatz zu dem durch die Vielzahl von Liganden und Rezeptoren sehr spe-
zifisch organisierten Chemokinsystem bei Ptx3 um einen eher unselektiven Inhibitor der Selektin-
vermittelten Zellinfiltration handelt. Dementsprechend wa¨re denkbar, dass dieses Ptx3-vermittelte
und unspezifische Rekrutierungsblockade sowohl in der akuten Scha¨digungs- als auch in der nach-
geschalteten Regenerations- und Entzu¨ndungsresolutionsphase aktiv und biologisch relevant ist. Die
Arbeit von Lech et al. [151] belegt, dass Ptx3 in der Akutphase die gerichtete Migration von Leukozy-
ten in die post-ischa¨msiche Niere unterdru¨ckt, was die Nierenscha¨digung begrenzt und durch den
Einsatz von rekombinantem humanem PTX3 (rhPTX3) in der Maus therapeutisch nutzbar ist. Die
Wirksamkeit dieses Mechanismus wa¨re auch in anderen entzu¨ndlichen Nierenmodellen- als der von
Lech et al. untersuchten postischa¨mischen Scha¨digung - vorstellbar und mo¨glicherweise ebenfalls
therapierelevant.
Analog dazu wu¨rde die unselektive Inhibierung der Rekrutierung von pro-regenerativen und
anti-entzu¨ndlichen Immunzellen durch Ptx3 die Heilung verzo¨gern und den Pha¨notyp insgesamt ver-
schlechtern. Lech, Ro¨mmele, Gro¨bmayr, Eka Susanti, Kulkarni, Wang, Gro¨ne, Uhl, Reichel, Krom-
bach, Garlanda, Mantovani and Anders konnten zeigen, dass die Applikation von rhPTX3 bis zu 6
Stunden nach Reperfusion den Pha¨notyp immer noch messbar beeinflusst [151]. Die offensichtliche
Frage ist also: Wie groß ist das therapeutische Fenster tatsa¨chlich und welche Effekte wu¨rde eine
deutlich spa¨tere Intervention mit rhPTX3 nach sich ziehen? Basierend auf den obigen U¨berlegungen
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wa¨re eine therapeutische Intervention mit rhPTX3 bei zu spa¨ter Gabe nach entzu¨ndlicher Nieren-
scha¨digung sogar nicht nur nutzlos sondern sogar kontraproduktiv. Im Hinblick auf die Validierung
von rhPTX3 als mo¨gliches Pharmakon zur Therapie von entzu¨ndlichen Nierenerkrankungen ist die
Pra¨zisierung des therapeutischen Fensters ein wichtiger Gesichtspunkt.
Ebenfalls entzu¨ndlich verlaufende Nierenscha¨digungen, die einen chronischen Charakter auf-
weisen, folgen einer anderen Dynamik. Hier sind Scha¨digung und Regeneration Prozesse, die fort-
wa¨hrend parallel zueinander ablaufen [11]. Entsprechend verha¨lt sich die Infiltration von Immunzellen.
In so einem Kontext ist unter Annahme der unspezifischen Inhibierung der Leukozytenrekrutierung
durch Ptx3 eine Prognose u¨ber den Effekt einer therapeutischen Intervention mit rhPTX3 nicht ab-
zuscha¨tzen. Nichts desto weniger bleibt die Frage relevant, ob Ptx3 auch bei CNV ein therapeutisches
Zielmoleku¨l bzw. mo¨gliches Pharmakon darstellt.
1.7 Zielsetzung der Arbeit und Hypothesen
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, basierend auf den Vorarbeiten zu Ptx3 bei post-ischa¨mischen
Nierenversagen, die Rolle des Akute-Phase Proteins in einem weiter gefassten Kontext entzu¨ndlicher
Nierenerkrankungen und unter Einbeziehung zeitlicher Aspekte zu beschreiben. Die Hypothesen, die
dieser Arbeit zugrunde liegen, sind:
(A) Therapeutisch eingesetztes rhPTX3 wirkt nicht nur im Modell der rIRI, sondern auch in anderen
entzu¨ndlichen Nierenmodellen, protektiv.
(B) Dieser Effekt tritt nur bei Intervention in der akuten Scha¨digungsphase in Kraft, wa¨hrend die the-
rapeutische Intervention mit rhPTX3 in der Regenerationsphase nach der Scha¨digung ungu¨nstige
Effekte zeigt.
(C) Bei einem entzu¨ndlichen, chronisch verlaufenden Modell ist die Rolle von Ptx3 komplexer und
andere immunmodulatorische Eigenschaften von Ptx3 jenseits seines Einflusses auf die Immun-
zellrekrutierung beeinflussen den Pha¨notyp.
1.8 Arbeitsplan und Strategie
Zur U¨berpru¨fung der aufgestellten Hypothese, dass therapeutisch eingesetztes rhPTX3 nur bei Inter-
vention in der akuten Scha¨digungsphase nicht aber in der Regenerationsphase nach der Scha¨digung
gu¨nstige Effekte zeigt, sollte die rIRI als Modell dienen. Wa¨hrend toxisch-entzu¨ndliche Nierenmodel-
le oftmals einen Verlauf mit progredienter Scha¨digung nach Modellinduktion zeigen, in dem sich
Scha¨digungs- und Regenerationsprozesse noch vor Erreichen des maximalen Schadens parallel er-
eignen, ist die Scha¨digung bei IRI zeitlich scha¨rfer begrenzt, sehr gut titrierbar und eine Abgrenzung
von Scha¨digungs- und Regenerationsphase leichter mo¨glich.
Um eine hohe Reproduzierbarkeit des renalen Schadens nach IRI zu gewa¨hrleisten wurden
zuna¨chst Anstrengungen zur Optimierung der technischen Durchfu¨hrung des Modells unternommen.
Basierend darauf wurde der Verlauf nach IRI charakterisiert um den Beginn der Regenerationsphase
zu definieren. Diese Vorarbeiten ermo¨glichten schließlich, die Effekte einer therapeutischen Interven-
tion mit rhPTX3 wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI zu untersuchen.
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Zur Identifizierung etwaiger protektiver Effekte von rhPTX3 bei entzu¨ndlicher Nierenscha¨digung
u¨ber das Modell der renalen IRI hinaus wurden die Rolle von Ptx3 im akuten [182] und chronischen
Oxalatmodell [181] sowie therapeutische Effekte von rhPTX3 untersucht. Auf Grund der IRI-Vordaten
erschien ein protektiver Effekt von rhPTX3 im akuten Oxalatmodell sehr wahrscheinlich. Die Auswir-
kungen der Ptx3-abha¨ngigen Modulation der Leukozytenrekrutierung bei einem langwierigen entzu¨nd-
lichen Geschehen, in dem sich Scha¨digungs- und Regenerationsprozesse u¨berlappen, wie es beim
chronischen Oxalatmodell der Fall ist, waren im Vorfeld hingegen schwer abzuscha¨tzen. Zudem war
zu vermuten, dass andere immunmodulatorische Funktionen von Ptx3 wa¨hrend eines chronisch-
entzu¨ndlichen Verlaufs eine Rolle spielen ko¨nnten.
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2 Material
2.1 Tierexperimentelle Methoden
2.1.1 Tierhaltung
Zusammensetzung Standardfutter (ssniff Spezialdia¨ten GmbH)
Inhaltsstoffe Menge
Rohprotein 22,0 %
Rohfett 4,5 %
Rohfaser 3,9 %
Rohasche 6,7 %
Kalzium 1,0 %
Phosphor 0,7 %
Vitamin A 25000 U/kg
Vitamin D3 1500 U/kg
Vitamin E 125 mg/kg
Eisen-(II)-sulfat Monohydrat 100 mg/kg
Zinksulfat Monohydrat 50 mg/kg
Mangan-(II)-sulfat Monohydrat 30 mg/kg
Kupfer-(II)-sulfat Pentahydrat 5 mg/kg
Natriumselenit 0,1 mg/kg
Kalziumiodat Anhydrat 2,0 mg/kg
Sonstige Materialien fu¨r Tierhaltung
Name Katalognummer Firma
H-Temp Polysulfon-Ka¨fig Eurostandard Typ II Long 1284L-00SU Tecniplast
Innenliegender Gitterdeckel 1284L-116 Tecniplast
Polysulfon (PSU) H-Temp Filterhaube - Tecniplast
Autoklavierbare Filterhaube mit Verschlussklammer 1284L-400SUC Tecniplast
Polycarbonat-Tra¨nkeflaschen ACBT0252 Tecniplast
Standard Tra¨nkekappe aus Edelstahl ACCP2521 Tecniplast
Mouse House rot - Tecniplast
Einstreu aus Espenholz [190 g/L] H0234-473 ssniff Spezialdia¨ten GmbH
Nestlets NES3600 Ancare
Nagesta¨bchen aus Espenholz (S-Bricks) - Tapvei
2.1.2 Genotypisierung Ptx3-defizienter Ma¨use
Probenaufbereitung
Name Katalognummer Firma
DirectPCR R© Lysis Reagent Tail VIAG102-T PEQLAB Biotechnologie GmbH
Proteinase K 1019499 Qiagen GmbH
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Ptx3-Primer fu¨r genomische DNA
Genotyp
Primersequenz [5’→ 3’] Produkt-
la¨nge [bp]Forward primer Reverse primer
Ptx3+/+ CCTGCTTTGTGCTCTCTGGT
GTCCTCGGTGGGATGAAGT
150
Ptx3-/- GGGTGGGGTGGGATTAGATA 400
PCR-Materialien
Name Katalognummer Firma
Quali-PCR-Tubes G006-TUCA Kisker Biotech GmbH
Taq DNA Polymerase M0273X New England Biolabs R© Inc.
10X Standard Taq Reaction Buffer B99014S New England Biolabs R© Inc.
dNTP Set R0186 Thermo Fisher Scientific Inc.
PTX3 Primer - metabion international AG
Agarosegelelektrophorese
Name Katalognummer Firma
Agarose 15510-500 Invitrogen Ltd.
peqGREEN DNA/ RNA dye 37-5000 PEQLAB Biotechnologie GmbH
Low MW DNA Ladder N3233S New England Biolabs R© Inc.
6X DNA Loading R0611 Thermo Fisher Scientific Inc.
Rezept fu¨r 5X TBE-Puffer
Substanz Konzentration [mM]
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 890
Ethylendiamintetraacetat Natriumsalz 20
Borsa¨ure 890
in ddH2O, einstellen auf pH 8,3
2.1.3 Narkotisierung, Antagonisierung und Analgesie im Rahmen operativer
Eingriffe
Name Handelsname Kat.-Nr./ PZN Firma
Fentanyl Fentanyl-Janssen R© 2084366 Janssen-Cilag GmbH
Midazolam Doricum R© 4921530 ratiopharm GmbH
Medetomidin Dorbene vet R© 07725752 Zoetis GmbH
Naloxon Naloxon-ratiopharm R© 4788930 ratiopharm GmbH
Atipamezol Revertor R© 8-00732 CP-Pharma
Flumazenil Anexate R© 4470990 Hexal AG
Buprenophin Buprenovet 01498870 Bayer Vital GmbH
Metamizol-Natrium 1 H2O Novalgin
R© 0731672 Sanofi-Aventis GmbH
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2.1.4 Intraoperative Temperaturkontrolle
Name Kat.-Nr. Firma
Thermes-USB Temperature Data Acquisition Seven channel
unit
NA Physitemp Instruments Inc.
RET-3-ISO Isolated Rectal Probe for Mice NA Physitemp Instruments Inc.
Kleintier-OP-Tisch M12511 Medax GmbH
Brutmaschine Brinsea Octagon 20 Advance 32150 J.Hemel Brutgera¨te GmbH & Co.KG
Philips INFRARED R95E 100W E27 Wa¨rme-Strahler Health-
care
14559840 Philips GmbH
2.1.5 Renale Ischa¨mie- und Reperfusionsoperation
Name Kat.-Nr. Firma
VicrylTM 5-0 V493H Ethicon Deutschland
Ethibond Excel 5-0 EH7260H Ethicon Deutschland
Yasargil Aneurysm Clip 58.54.10 Medicon eG
Eye forceps, dressing, half curved 355-101 Integra LifeSciences Services
Knapp iris scissors, curved 360-095 Integra LifeSciences Services
Deba key vascular forceps, cardio-grip, tissue angled 320-105 Integra LifeSciences Services
Panthenol-Augensalbe JENAPHARM R© 03524531 mibe GmbH Arzneimittel
BD MicrolanceTM 3, 30G 1
2
” 304000 Becton, Dickinson and Company Ltd.
2.1.6 Akute und chronische Oxalatnephropathie
Natriumoxalat und Oxalatfutter
Name Kat.-Nr. Firma
Natriumoxalat sc-203396A Santa Cruz Biotechnology Inc.
Kontrollfutter (low calcium, 10mm) S7042-E005 Ssniff Spezialdia¨ten GmbH
Oxalatfutter (low calcium + 6.7 g Na-Oxalat/kg, 10mm) S7042-E010 Ssniff Spezialdia¨ten GmbH
Zusammensetzung Ssniff-Spezialfutter
Inhaltsstoffe Menge Kontrollfutter Oxalatfutter
Rohprotein 17,7 % + +
Rohfett 6,1 % + +
Rohfaser 4,0 % + +
Rohasche 2,4 % + +
Sta¨rke 31,1 % + +
Zucker 33,8 % + +
Kalzium 0,4 % + +
Vitamin A 19800 U/kg + +
Vitamin D3 2200 U/kg + +
Vitamin E 120 mg/kg + +
Vitamin K3 45 mg/kg + +
Vitamin C 350 mg/kg + +
Kupfer 8 mg/kg + +
Natriumoxalat 50 mmol/kg - +
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2.1.7 Intraveno¨se und intraperitoneale Injektionen
Name Kat.-Nr. Firma
BD MicrolanceTM 3, 30G 1
2
” 304000 Becton, Dickinson & Company Ltd.
BD PlastipakTM Spritze 303172 Becton, Dickinson & Company Ltd.
2.1.8 Bestimmung der glomerula¨ren Filtrationsrate
Name Kat.-Nr. Firma
Isofluran CP R© 798-932 CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH
FITZ-Sinistrin NA Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Leukoplast R© hospital 01757-00 BSN medical GmbH
NIC-Kidney Patches 3x3cm 003 MediBeacon GmbH
Rechargable batteries for NIC-Kidney devices 004 MediBeacon GmbH
Sterile Mulltupfer 732220 Verbandmittel Danz GmbH
Transdermal GFR Monitor TDM-MH-001 MediBeacon GmbH
2.1.9 Blutabnahme
Name Kat.-Nr. Firma
Ethylendiamintetraessigsa¨ure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) 8043.2 Carl Roth GmbH & Co. KG
Kapillaren beidseitig offen 32 x 0,8 mm ∅, nicht heparinisiert 8080803 neoLab Migge GmbH
2.1.10 Entnahme der Nieren
Name Kat.-Nr. Firma
D(+)-Saccharose 4621.2 Carl Roth GmbH + Co. KG
Disposable scalpel No. 11 pfm 02.001.30.011 Feather Safety Razor Co. Ltd.
Einbettkassetten 7-0015 neoLab Migge GmbH
Formalin, 4 % neutral gepuffert 10192.05000 Morphisto GmbH
Paraformaldehyd 8187150100 Merck KGaA
RNAlater AM7021 Ambion, Inc.
2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Gesamt-RNA Isolation
Name Kat.-Nr. Firma
2-Mercaptoethanol M6250 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ethanol 96% EMSURE R© 159010 Merck KGaA
Falcon R© 5ml Polypropylene Round-Bottom Tube 352063 Corning Science
Lysing Matrix D, 2 mL Tube 116913050 MP Biomedicals, LLC
PureLinkTM RNA Mini Kit 12183018A Invitrogen Ltd.
RNase AWAY R© 83931 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
RNase-Free DNase Set (50) 79254 Qiagen GmbH
20
Material
2.2.2 Analytisches MOPS-Gel
Rezept fu¨r 10X MOPS-Puffer
Substanz Konzentration [mM]
3-[N-Morpholino]propansulfonsa¨ure 200
Natriumacetat 50
Ethylendiamintetraacetat 10
in ddH2O, einstellen auf pH 7,0 und lichtgeschu¨tzt lagern
Rezept fu¨r MOPS-Gel Probenpuffer fu¨r eine Probe
Substanz Volumen [µl]
Formamid p.a. 10
37% Formaldehyd 4
10X MOPS-Puffer 2
Ethidiumbromid (1mg/ml) 1
Gesamt 17
2.2.3 Reverse Transkriptase PCR
Name Kat.-Nr. Firma
dNTP Set R0186 Thermo Fisher Scientific Inc.
Hexanucleotide Mix 11277081001 Roche Diagnostics GmbH
Linear Acrylamide (5 mg/ml) AM9520 Thermo Fisher Scientific Inc.
RNasin R© Ribonuclease Inhibitor N2515 Promega GmbH
SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (including 5x First
Strand Buffer and 0,1 M DTT)
18080085 Thermo Fisher Scientific Inc.
2.2.4 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)
Materialien
Name Kat.-Nr. Firma
10X Taq Buffer without Detergent B55 Thermo Fisher Scientific Inc.
96 Well Lightcycler Platte 72.1982.202 Sarstedt AG & Co. KG
BioStab PCR Optimizer 62508.5 Biomol GmbH
Bovine Serum Albumin PCR grade B14 Thermo Fisher Scientific Inc.
dNTP Set R0186 Thermo Fisher Scientific Inc.
Klebefolie, optisch klar 95.1994 Sarstedt AG & Co. KG
MgCl2 25mM R0971 Thermo Fisher Scientific Inc.
SYBR R© Green I nucleic acid gel stain 86205 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Taq DNA Polymerase M0273X New England Biolabs GmbH
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Rezept fu¨r qPCR SYBRgreen-Mix
Substanz Volumen [ml]
PCR Optimizer 20
10X Taq Buffer without Detergent 10
MgCl2 25mM 12
ddH2O 6,05
BSA PCR grade 1
dNTPs (25mM je Base) 0,75
SYBR R© Green I 0,2
Gesamt 50
Ptx3-Primer fu¨r mRNA aus Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen
Genotyp
Primersequenz [5’→ 3’] Produkt-
la¨nge [bp]Forward primer Reverse primer
Ptx3+/+ /Ptx3-/- GGACAACGAAATAGACAATGGA TGAACAGCTTGTCCCACTC 92
2.2.5 Protein-Isolation
Name Kat.-Nr. Firma
PierceTM Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets 88668 Thermo Fisher Scientific Inc.
RIPA Buffer R0278-50ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2.3 Histologische Methoden
2.3.1 Aufbereitung des Nierengewebes und Herstellung histologischer Pra¨parate
Name Katalognummer Firma
Aceton 1000141011 Merck KGaA
Ammoniumperoxodisulfat 9592.2 Carl Roth GmbH + Co. KG
Ethanol EMSURE R© ACS,ISO,Reag. Ph Eur 100983 Merck KGaA
Menzel Deckgla¨ser fu¨r Mikroskopie CS2250100 Thermo Fisher Scientific Inc.
Objekttra¨ger J4800AMNZ Thermo Fisher Scientific Inc.
Paraplast R© for tissue embedding P3558 Merck KGaA
Xylol X/0250/17 Fisher Scientific UK Ltd
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2.3.2 Histochemische und immunhistochemische Fa¨rbungen
Fa¨rbereagenzien
Name Katalognummer Firma
3,3’-Diaminobenzidine D8001 Merck KGaA
Antigen Unmasking Solution H-3300 Vector Laboratories
Avidin/Biotin Blocking Kit SP-2001 Vector Laboratories
Biotinylated Lotus Tetragonolobus Lectin B-1325 Vector Laboratories
Essigsa¨ure 99-100 % 8187551000 Merck KGaA
ha¨matoxylinhaltigen Farblo¨sungen HHS80 Sigma
MACH 1 Universal HRP-Polymer Detection M1U539 G, L10 Biocare Medical
Magermilchpulver 70166 Merck KGaA
Methanol 32213-M Merck KGaA
Methylgru¨n 67069 Fluka
Natriumacetat-Trihydrat 1062671000 Merck KGaA
Nuclear Fast Red solution N3020 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Periodsa¨ure 3257.1 Carl Roth GmbH & Co. KG
Proteinase K 1019499 Qiagen
Salzsa¨ure 0281.1 Carl Roth GmbH + Co. KG
Schiffsches Reagenz 3952016 Sigma
Silbernitrat 6874.2 Carl Roth GmbH & Co. KG
VectaMount Permanent Mounting Medium H-5000 Vector Laboratories
VECTASTAIN R© Elite R© ABC-HRP Kit PK-6100 Vector Laboratories
Wasserstoffperoxid 9681.1 Carl Roth GmbH & Co. KG
Prima¨re Antiko¨rper
Name Antiko¨rper-Klon (Wirt) Kat.-Nr. Firma
Acta2 1A4 (Maus) M0851 Dako Denmark A/S
Adgre1 CI:A3-1 (Ratte) MCA497G AbD Serotec
Ly6b2 7/4 (Ratte) MCA771GA AbD Serotec
Ptx3 polyklonal (Hase) ALX-210-365-C050 Enzo Life Sciences Inc.
Ptx3 polyklonal (Hase) PTX31-A Alpha Diagnostic Intl. Inc.
Ptx3 2C3 (Maus) HM1130 Hycult Biotech Inc.
Sekunda¨re Antiko¨rper
Immunogen Wirt Konjugat Kat.-Nr. Firma
Hase IgG (H+L) Ziege Biotin ZRB1001 Linaris Biologische Produkte
Maus IgG1 Ratte Biotin 406603 BioLegend
Maus IgG2a Ziege Biotin M32315 Invitrogen
Ratte IgG (H+L) Hase Biotin BA-4001 Vector Laboratories
DAB-Arbeitslo¨sung
Substanz Menge
3’3-Diaminobenzidine 5 g
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 132 ml
1M Salzsa¨ure 60-80 ml
Zugabe von Salzsa¨ure und vortexen bis die Lo¨sung klar wird
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Methylgru¨n
Substanz Menge
0,1 M Essigsa¨ure 735 ml
0,1 M Natriumacetat 265 ml
Einstellen der Lo¨sung auf pH 4,2
Methylgru¨n 20 g
Methylgru¨n in Lo¨sung bringen und abfiltrieren
2.4 Biochemische Methoden
2.4.1 Photometrische Messmethodik
Name Katalognummer Firma
96F microwell plate without lid 269620 Thermo Fisher Scientific Inc.
Creatinine FS 117119910021 DiaSys GmBH
Urea FS 131019910021 DiaSys GmBH
Kalzium Colorimetric Assay MAK022-1KT Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Oxalic Acid CC02410 LTA S.r.l.
AdcancedTM Protein Assay Reagent 5X Conc. ADV01 Cytoskeleton Inc.
BSA Fraction V 10 735 086 001 Roche Diagnostics GmbH
PierceTM Lane Marker Reducing Sample Buffer 39000 Thermo Fisher Scientific Inc.
2.4.2 SDS-PAGE
Name Katalognummer Firma
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 1.08382.1000 Merck KGaA
Natriumlaurylsulfat (SDS) 4360.2 Roth GmbH & Co. KG
Glycin 3790.3 Roth GmbH & Co. KG
Acrylamid 3029.1 Roth GmbH & Co. KG
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Roth GmbH & Co. KG
Tetramethylethylendiamin (TMEDA) 161-0800 Bio-Rad Laboratories, Inc.
MagicMark
TM
XP Western Protein Standard LC5602 Invitrogen Ltd.
Pufferrezepturen
Alle Puffer wurden in ddH2O angesetzt und mit HCl oder NaOH auf den gewu¨nschten pH-Wert eingestellt.
Puffer TRIS SDS Glycin Endvolumen pH
Laufpuffer 30 g 5 g 144 g 1000 ml 8,3
Sammelgel 6,05 g 0,4 g - 500 ml 8,8
Trenngel 91 g 2 g - 100 ml 6,8
Transfer 1,5 g - 7,2 g 500 ml -
Gelrezepturen
Alle Angaben gelten fu¨r die Herstellung von einem Gel.
Gel Puffer ddH2O Acrylamid (30 %ig) APS (10 %ig) TMEDA
Sammelgel(5 %ig) 1,25 ml 2,9 ml 830 µl 40 µl 18 µl
Trenngel (12 %ig) 2,25 ml 3,2 ml 3,6 ml 40 µl 18 µl
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2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Durchflusszytometrie
Alle Lo¨sungen, die zum Betrieb des BD FACSCanto
TM
notwendig sind, wurden bei BD Biosciences erworben.
Probenaufbereitung
Name Kat.-Nr. Firma
PBS P04-36500 PAN-Biotech GmbH
Kollagenase (Clostridium histolyticum) C2674 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
DNase I (bovines Pankreas) D5025 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
BD MicrolanceTM 3, 20G 1 1
2
” 301300 Becton, Dickinson & Company Ltd.
BD MicrolanceTM 3, 25G 1” 300400 Becton, Dickinson & Company Ltd.
Pre-Seperation Filter (70 µm) 130-095-823 Miltenyi Biotec GmbH
Nykodenz AG 1002424 Axis-Shield PoC
FBS S0115 Biochrom GmbH
5ml Polystyren-Falcon R© 352008 Corning Inc.
Zombie NIRTM Fixable Viability Kit 423105 BioLegend, Inc.
BSA Fraction V 10735086001 Roche Diagnostics GmbH
Natriumazid K305.1 Carl Roth GmbH & Co. KG
AccuCheck Counting Beads PCB100 Thermo Fisher Scientific Inc.
AbCTM Anti-Rat/Hamster Bead Kit A10389 Thermo Fisher Scientific Inc.
Rezept fu¨r Nykodenz-Lo¨sung
Nykodenz-Puffer Nykodenz-Stock
Chemikalie Menge [g] Chemikalie Menge [g]
Einzelkomponenten
NaCl 9,0
Nykodenz AG 30,55
TRIS 0,601
KCl 0,227
EDTA 0,112
in ml ddH2O 1120 100
pH anpassen auf 7,5 —
Nykodenz-Lo¨sung 54 % 46 %
Antiko¨rper (Reaktivita¨t Maus)
Antigen MGI-Symbol Fluorochrom Klon Kat.-Nr. Firma
CCR2 Ccr2 FITC 475301 FAB5538F R&D Systems
CD103 Itgae APC 2E7 17-1031-82 eBiosciences
CD11b Itgam BV510 M1/70 562950 BD Biosciences
CD11b Itgam V450 M1/70 560455 BD Biosciences
CD11c Itgax V450 HL3 560521 BD Biosciences
CD16/CD32 Fcgr3/Fcgr2b — 2.4G2 553142 BD Biosciences
CD206 Mrc1 FITC MR5D3 MCA2235FB AbD Serotec
CD45 Ptprc PE-CyTM5 30-F11 553082 BD Biosciences
CX3CR1 Cx3cr1 PE SA011F11 149006 BioLegend
F4/80 Adgre1 APC Cl:A31 MCA497APC AbD Serotec
Ly6G Ly6g PE-CyTM7 1A8 560601 BD Biosciences
MHCII (I-A/I-E) H2 BV510 M5/114.15.2 742893 BD Biosciences
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2.5.2 Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Name Antiko¨rper-Klon Kat.-Nr. Firma
Human Pentraxin 3/TSG-14 Quantikine ELISA Kit n.a. DPTX30 R&D Systems Inc.
2.5.3 Western Blot
Name Katalognummer Firma
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 1.08382.1000 Merck KGaA
Immobilon R© -P Membran IPVH00010 Merck KGaA
Grade 3MM Chr Cellulose Chromatography Pa-
pers
3030-917 GE Healthcare Life Sciences
Methanol 32213 Honeywell International
Salzsa¨ure 0281.1 Roth GmbH & Co. KG
Tween20 93773 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Magermilchpulver 70166 Merck KGaA
Amersham ECL
TM
Prime Western Blotting Detec-
tion Reagent
RPN2232 GE Healthcare Life Sciences
Film Amersham Hyperfilm
TM
ECL 28906837 GE Healthcare Life Sciences
Developer G153 AGFA
Ponceau S solution P7170 Merck KGaA
TBST Pufferrezeptur
Substanz Menge
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 24,23 g
Natriumchlorid 80,06 g
Salzsa¨ure (6 N) 17,5 ml
in 500 ml ddH2O lo¨sen, auf pH 7,6 einstellen und auf Endvolumen 10 L mit ddH2O auffu¨llen
Tween20 1 ml
Antiko¨rper (Reaktivita¨t Maus)
Antigen Antiko¨rper-Klon (Wirt) Kat.-Nr. Firma
Ptx3 2C3 (Maus) HM1130 Hycult Biotech Inc.
IgG (HRP-linked) - (Maus) 7076S Cell Signaling Technology
2.6 Zellkultur Methoden
2.6.1 Isolation von PTCs
Name Katalognummer Firma
Collagenase D 1108886600 Roche Diagnostics GmbH
BD MicrolanceTM 3, 20G 1 1
2
” 301300 Becton, Dickinson and Company Ltd.
Pre-Seperation Filters (70 µm) 130-095-823 MIltenyi Biotec GmbH
Percoll R© P1644 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
10X PBS D1408 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
1X PBS P04-36500 PAN-Biotech GmbH
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2.6.2 In vitro Kultivierung von PTCs
Name Katalognummer Firma
DMEM (1X) + GlutaMAXTMI 21885-025 Thermo Fisher Scientific Inc.
HEPES Cell culture grade A3268,9025 AppliChem GmbH
FBS S0115 Biochrom GmbH
HBSS 14025-092 Thermo Fisher Scientific Inc.
Prostaglandin E1 P7527 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
3,3’,5-Triiodo-L-thyronine sodium salt (T3) T5516 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Hydrocortisone H0888 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Insulin transferrin-sodium selenite supplement 11074547001 Roche Diagnostics GmbH
Epidermal growth factor Z02972 Genscript
Penicillin-Streptomycin P06-07100 PAN-Biotech GmbH
Zellkulturschalen 15 cm 93150 TPP Techno Plastic Products AG
Zellkulturplatten 6 Well 92006 TPP Techno Plastic Products AG
Trypsin 0.05 %/EDTA 0.02 % in PBS, w/o: Ca and Mg P10-023100 PAN-Biotech GmbH
Za¨hlkammern Neubauer improved T729.1 Roth GmbH & Co. KG
Rezept fu¨r Hormon-Mix
Komponente Volumen
HBSS 50 ml
Hydrocortisone 1,8 µg/ml in Ethanol 500 µl
T3 3,4 ng/ml in Ethanol 50 µl
Prostaglandin E1 125 ng/ml in Ethanol 12,5 µl
Rezept fu¨r K1-Medium
Komponente Volumen [ml]
DMEM (1X) + GlutaMAXTMI 450
FBS 50
HEPES 1M pH 7.55 12,5
Penicillin-Streptomycin 5
Hormon-Mix 5
Epidermal growth factor 12,5 mg/ml 1
Insulin transferrin-sodium selenite supplement 10 mg/ml 0,5
2.7 In chemico Methoden
Name Katalognummer Firma
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 1.08382.1000 Merck KGaA
Salzsa¨ure 0281.1 Roth GmbH & Co. KG
Natriumchlorid 3957.2 Roth GmbH & Co. KG
Natriumoxalat sc-203396A Santa Cruz Biotechnology Inc.
Calciumchlorid-Dihydrat 2382.0500 Merck KGaA
Objekttra¨ger J4800AMNZ Thermo Fisher Scientific Inc.
Deckglas, rund, Ø 30 mm 631-1347 VWR International GmbH
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Rezept fu¨r Tris-HCl-Puffer
Komponente Menge
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 60,57 g
ddH2O 350 ml
pH mit rauchiger Salzsa¨ure auf 7,4 einstellen und mit ddH2O auf 500 ml auffu¨llen
Rezept fu¨r Kristalisationspuffer
Komponente Menge
Tris-HCl-Puffer 45 ml
NaCl 290 mg
mit ddH2O auf 500 ml auffu¨llen
2.8 Verbrauchsmaterialien
Falls nicht anders beschrieben wurden Verbrauchsmaterialien wie z.B. Reaktionsgefa¨ße, Pipettenspitzen, etc. von Eppen-
dorf AG, Greiner Bio-One International GmbH, TPP Techno Plastic Products AG oder Carl Roth GmbH & Co. KG bezogen.
2.9 Gera¨te
Gera¨t Bezeichnung/ Typ Hersteller
Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus Instruments
Durchflusszytometer BD FACSCanto II BD Biosciences
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN R©Tetra System Bio-Rad Laboratories GmbH
Elektrophorese-Netzgera¨t PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories GmbH
Homogenisator ULTRA-TURRAX R© T 25 basic IKA R© -Werke GmbH & Co. KG
Kryostat CM3000 Leica Biosystems
Mikroskop (Histologie) Leica DMRBE Research Microscope Leica Microsystems
Mikroskop (Zellkultur) DMIL Leica Microsystems
Mikrowelle 800 Severin
Modulare Paraffin-Ausgießstation EC 350 Microm International GmbH
Photometer GENios Plus Tecan Austria GmbH
Real-Time PCR-System LightCycler 480 Roche Diagnostics GmbH
Rotationsmikrotom HM 340 E Microm International GmbH
Rotator (vertikal) - Bachofer Laboratoriumsgera¨te
Ro¨ntgenfilmentwickler Curix 60 AGFA
Semi-Dry-Blotter Trans-Blot R© SD Bio-Rad Laboratories GmbH
Spektrophotometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific Inc.
Sterilwerkbank Microflow Biological Safety Cabinet Nunc GmbH
Thermo-Cycler Mastercycler R©pro Eppendorf AG
Thermomixer 5436 Eppendorf AG
Tube Roller SRT6 Stuart Equipment
Vaporizer for Forane Anesthetic 100 Series Forane Vaporizer 100 Va-
porizer SurgiVet
Smiths Medical
Vortex-GenieTM 2 G-560-E Scientific Industries, Inc.
Wasserbad 1013 GFL mbH
Wipptisch Rocky-N Labortechnik Froebel GmbH
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Instruments
Zentrifuge 5415 C Eppendorf GmbH
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2.10 Software
Software Version Entwickler
BD FACSDIVATM 8.0.1 BD Biosciences
FlowJo 10.0.7 Tree Star, Inc.
GNU Image Manipulation Program (GIMP) 2.8.10 Spencer Kimball, Peter Mattis
ImageJ (Fiji) 1.5.1 Wayne Rasband
Inkscape 0.48.4 Inkscape Community
Leica QWin Standard 2.5 Leica Microsystems Imaging Solutions
LibreOffice 5.3.3.2 The Document Foundation
LightCycler R© 480 Software 1.5.0 Roche Life Science
Mendeley Desktop 1.17.10 Mendeley Ltd.
MPD-Lab Application 1 Mannheim Pharma & Diagnostics
DASYLab 12.00.01 National Instruments Ireland Resources Ldt.
R statistics 3.2.1 R Development Core Team
RStudio 1.0.143 RStudio, Inc.
TeXStudio 2.6.6 Benito van der Zander
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3.1 Tierexperimentelle Methoden
3.1.1 Tierhaltung
Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Versuchstiere waren ausschließlich Ma¨use (Mus mus-
culus), die vom Zu¨chter Charles River Laboratories bezogen wurden (Tab. 2) und nach FELASA-
Empfehlungen als gesund beurteilt wurden [166].
Tabelle 2: Verwendete Mauslinien.
Bezeichnung im Text Vollsta¨ndiger Name Zu¨chter
C57BL/6N C57BL/6NCrl Charles River Germany (Sulzfeld)
BALB/c BALB/cAnNCrl Charles River Germany (Sulzfeld)
CD-1 Crl:CD1(ICR) Charles River Germany (Sulzfeld)
Ptx3-/- B6;129-Ptx3tm1Mant Charles River Italy (Calco)
Ptx3+/+ B6;129-Ptx3wt Charles River Italy (Calco)
Die Versuchstiere wurden in Gruppen von maximal 5 Tieren in mit Einstreu und Zellstoff verse-
henen Polypropylenka¨figen bei 22 ±2 ◦C und einem 12 Stunden Licht/ Dunkel-Zyklus gehalten. VE-
Wasser und Standardfutter (ssniff-Spezialdia¨ten GmbH) stand den Tieren ad libitum zur Verfu¨gung.
Ka¨fige, Einstreu, Nestlets, Ha¨user, Nagesta¨bchen Futter und Wasser (ddH2O) wurden durch Auto-
klavieren bei 120 ◦C und 1 bar Druck fu¨r 20 min sterilisiert. Das Umsetzten der Tiere in frische Ka¨fige
wurde ebenfalls unter sterilen Bedingungen durchgefu¨hrt.
Die Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetztes wurden wa¨hrend der Versuche zu jedem
Zeitpunkt eingehalten. Alle angewandten Prozeduren wurden vor Versuchsbeginn von der Regierung
von Oberbayern genehmigt (AZ: ROB-55.2-Vet-2532.Vet 02-12-63, ROB-55.2-Vet-2532.Vet 02-13-
143 und ROB-55.2-Vet-2532.Vet 02-14-175).
3.1.2 Ptx3-defiziente Ma¨use
Hintergrundinformationen
B6;129-Ptx3tm1Mant Ma¨use (MUGEN mouse databse ID: M141006, www.mugen-noe.org/database)
wurden u¨ber Charles River (Italien) von Cecilia Garlanda und Alberto Mantovani (Humanitas Rese-
arch Hospital, Rozzano, Italien) bezogen. Die Ptx3-defizienten Tiere und ihre Wildtyp-Geschwister
wurden im Folgenden als Ptx3-/- respektive Ptx3+/+ bezeichnet. Die Herstellung der Ptx3-/- Tiere in ei-
nem 129/Sv-C57Bl/6-Hintergrund wurde detailliert bei Garlanda et al. [86] beschrieben. In Ku¨rze: Das
erste von drei Exonen des Zielgens wurde durch Einfu¨gen einer LacZ-neo-Kassette unterbrochen,
um die Expression des funktionalen Proteins zu unterbinden. Ptx3-/- Ma¨use zeigten im Southern bzw.
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Western Blot keine Expression des Transkripts bzw. des Proteins. Allerdings bleibt hier anzumerken,
dass im Sinne der Reproduzierbarkeit der gezeigten Ergebnisse weder die verwendete Gensonde im
Southern Blot noch der verwendete Antiko¨rper im Western Blot in der Originalpublikation spezifiziert
wurden.
Zuchtstrategie
Die von Charles River initial bezogenen Ptx3+/- Tiere (Ma¨nnchen und Weibchen, F0) wurden ver-
paart und der F1-Nachwuchs wie folgt aufgeteilt: Ptx3+/+ Ma¨nnchen und Weibchen wurden in Bruder-
Schwester-Verpaarungen zum Erhalt des gemischten 129/Sv-C57Bl/6-Hintergrunds ohne die Ptx3-
Defizienz angesetzt (F2). Ptx3-/- Ma¨nnchen und Ptx3+/- Weibchen (Ptx3-/- Weibchen sind infertil)
derselben Wu¨rfe wurden zum Erhalt der Ptx3-Defizienz verpaart (F2). Die daraus hervorgegange-
nen Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tiere (F3) wurden fu¨r Experimente herangezogen. Zudem wurde aus Tieren
beider Sublinien eine neue Verpaarung angesetzt, die Ptx3+/- Nachwuchs hervorbrachte (F4). Diese
Tiere wurden nach der gleichen Strategie (F0 bis F2) wieder in die Sublinien ausgekreuzt. Somit
sollte die Kongenita¨t beider Linien abgesehen von der Ptx3-Defizienz gewa¨hrleistet werden. Um wei-
terhin die genetische Drift so gering wie mo¨glich zu halten wurden nach der F1 Generation keine
kontinuierlichen Bruder-Schwester-Verpaarungen, sondern Vater-Tochter-, Großvater-Enkelin-, usw.
Verpaarungen fu¨r beide Sublinien etabliert (Abb. 6).
Abbildung 6: Zuchtstrategie fu¨r Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tiere. Aus der Ptx3+/- F0 Generation wurden durch
Bruder-Schwester-Verpaarung zwei Sublinien zur Erhaltung von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren generiert. Linker
Ast: Verpaarung von Ptx3-/- Ma¨nnchen und Ptx3+/- Weibchen zur Generierung von Ptx3-/- Tieren. Rechter Ast:
Verpaarung von Ptx3+/+ Ma¨nnchen und Ptx3+/+ Weibchen zur Erhaltung von Ptx3+/+ Tiere. Die gestrichelten
Linien (- - -) zeigen die Identita¨t der miteinander verbundenen Tiere an.
Genotypisierung
Auf Grund der Heterozygotenverpaarung zur Generierung von Ptx3-/- Ma¨usen musste jeder Wurf
vollsta¨ndig genotypisiert werden. Wu¨rfe aus Ptx3+/+ Verpaarungen wurden nur bei der Etablierung
der Sublinie und spa¨ter stichprobenartig u¨berpru¨ft. Zur Probengewinnung fu¨r die Genotypisierung
und der eindeutigen Identifizierung der Versuchstiere wurde eine Ohrlochmarkierung ohne Analgesie
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durchgefu¨hrt. Die im folgenden beschriebenen Schritte wurden zu ca. 75% von Frau Janina Mandel-
baum (Medizinisch-Technische Assistentin, Institut fu¨r Klinische Biochemie, Medizinische Klinik und
Poliklinik IV der Universita¨t Mu¨nchen) im Rahmen der routinema¨ßigen Genotypisierung von Ma¨usen
in der Arbeitsgruppe Anders u¨bernommen.
Das ausgestanzte Gewebestu¨ck wurde entweder bei -20 ◦C gelagert oder sofort mit je 150 µl
Direct PCR Tail Peqgold (Peqlab) und 1 µl Proteinase K (Qiagen) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde in einem Thermomixer fu¨r 3-4 h bei 55 ◦C und 800 rpm bis zur vollsta¨ndigen Lyse des Gewebes
inkubiert. Eine anschließende Deaktivierung der Proteinase K wurde durch eine weitere Inkubation
bei 85 ◦C fu¨r 45 min erreicht. Das Lysat wurde entweder innerhalb der na¨chsten 24 h verarbeitet
(Lagerung bei 4 ◦C) oder bei -20 ◦C aufbewahrt.
Im Anschluss wurde eine Endpunkt-PCR mit den unter Kap. 2.1.2 aufgefu¨hrten Primern durch-
gefu¨hrt. Zu diesem Zweck wurde ein Mastermix fu¨r die jeweils beno¨tigte Anzahl Reaktionen nach
den Angaben in Tab. 3 angefertigt. Jede Reaktion bestand aus 23 µl des Mastermixes und 2 µl des
Lysates und wurde in 0,2 ml Quali-PCR-Tubes angesetzt.
Tabelle 3: Mastermix zur Genotypisierung von Ptx3-/- Ma¨usen per Endpunkt-PCR. Angaben fu¨r eine Reaktion.
Reagenz Volumen [µl]
10x PE Buffer 2,5
11,25 mM dNTPs 4
Forward primer WT 1
Forward primer KO 1
Reverse primer 1
Taq DNA Polymerase 0,2
H2O 13,3
Gesamt 23
Die Mixtur wurde kurz abzentrifugiert und die Reaktion unter den in Tab. 4 genannten Bedin-
gungen in einem Thermo-Cycler (Mastercycler R©, Eppendorf) durchgefu¨hrt.
Tabelle 4: Thermo-Cycler-Programm zur Genotypisierung von Ptx3-/- Ma¨usen per Endpunkt-PCR.
Programm Wiederholungen Zieltemperatur [◦C] Dauer
Initiale Denaturierung 1 94 5 min
Amplifikation 38
94 30 s
59 30 s
72 30 s
Abku¨hlen 1 10 ∞
Das Reaktionsprodukt konnte mittels Gelelektrophorese dargestellt werden. Zur Herstellung
eines 2%igen Agarosegels wurden 3 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben eingewogen, in 150 ml
0,5 X TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) gelo¨st und bis zur vollsta¨ndigen Auflo¨sung der Agaro-
se in der Mikrowelle erhitzt. Die Lo¨sung wurde durch kontinuierliches Schwenken des Erlenmeyer-
kolbens unter fließendem Wasser bis auf ca. 60 ◦C abgeku¨hlt. Nach Zugabe von 12 µl des DNA-
interkalierenden Farbstoffes peqGREEN wurde die nunmehr visko¨se Masse in eine Gelkammer ge-
gossen und alle entstandenen Luftblasen wurden sorgfa¨ltig entfernt. Nach 20-30 min war das Gel
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ausgeha¨rtet, sodass die Gelkammer in die entsprechende Elektrophoreseapparatur eingelegt und
mit TBE-Puffer bedeckt werden konnte.
Das PCR-Produkt wurde mit 5 µl 6X DNA Loading versetzt. 12 µl dieses Gemisches wurden
in in eine Geltasche pipettiert und unter Verwendung eines Elektrophorese-Netzgera¨tes bei 200 V
Spannung fu¨r 30 min aufgetrennt.
Im Anschluss wurden die aufgetrennten PCR-Produkte mit Hilfe eines UV-Transilluminators
sichtbar gemacht, abphotographiert und ihre La¨nge an Hand der als Komigrationsstandard mit-
gefu¨hrten DNA-Leiter (Low MW DNA Ladder, New England Biolabs R© Inc.) abgelesen. Entsprechend
den Angaben von Garlanda et al. [86] wiesen die PCR-Produkte von Ptx3+/+ Tieren eine La¨nge von
ca. 150 bp auf, die von Ptx3-/- Tieren etwa 400 bp.
Ptx3-mRNA-Expression in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren
Der große Fundus an existierenden Originalarbeiten zur Pha¨notypisierung von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tie-
ren in verschiedenen Krankheitsmodellen zeigt ganz klar, dass B6;129-Ptx3tm1Mant Ma¨use kein funk-
tionales Ptx3 exprimieren. Die verfu¨gbaren Daten zur Herstellung dieser Ma¨use beweisen allerdings
nicht, dass keine mRNA mehr umgeschrieben wird, die prinzipiell zu einem Protein translatiert wer-
den kann. Fehlenden Angaben in der Literatur zum Aufbau des targeting vectors la¨sst die Mo¨glichkeit
offen, dass die RNA-Transkription nicht mit der Selektionskasette endet und dass wa¨hrend der Pro-
teinbiosynthese an gleicher Stelle ein Readthrough stattfindet. Zudem befindet sich direkt nach der
fu¨r die Insertion der Selektionskasette gewa¨hlten SacI-Restiktionsschnittstelle ein Startcodon (ATG)
im offenen Leserahmen, das nach der Transkription als interne ribosomale Eintrittsstelle fungieren
ko¨nnte (siehe unten). Das potentiell translatierte Protein ha¨tte entsprechend mehr als 60% der Ami-
nosa¨uren des Wildtyp-Proteins (siehe Abb. 4).
Kodierende Sequenz Ptx3:
ATG CAC CTC CCT GCG ATC CTG CTT TGT GCT CTC TGG TCT GCA GTA GTG GCT GAG ACC TCG GAT
GAC TAC GAG CTC ATG TAT GTG AAT TT G GAC AAC GAA ATA GAC AAT GGA CTT CAT CCC ACC
GAG GAC CCC ACG CCA TGC GAC TGC CGC CAG GAG CAC TCG GAG TGG GAC AAG CTG TTC A TC
ATG CTG GAG AAC TCG CAG ATG CGG GAG GGC ATG CTG TTG CAG GCC ACC GAC GAC GTC CTC
CGT GGA GAG CTG CAG CGG CTG CGG GCA GAG CTG GGG CGG CTG GCG GGC GGC ATG GCG
AGG CCG TGC GCA GCC GGT GGC CCC GCA GAC GCC AGG CTG GTG CGG GCG CTG GAG CCG CTG
CTG CAG GAG AGC CGT GAC GCG AGC CTC AGG CTG GCG CGC CTG GAG GAC GCG GAG GCG CGG
CGA CCC GAG GCG ACA GTG CCT GGC CTA GGC GCT GTG CTG GAG GAA CTG CGG CGG ACG CGC
GCC GAC CTG AGC GCC GTG CAG AGC TGG GTC GCC CGC CAC TGG CTG CCC GCA GGT TGT GAA
ACA GCA ATT TTC TTC CCA ATG CGT TCG AAG AAG ATT TTT GGA AGC GTG CAT CCT GTG AGA CCA
ATG AAG CTT GAA TCT TTT AGT ACT TGC ATT TGG GTC AAA GCC ACA GAT GTA TTA AAC AAA ACC
ATC CTG TTT TCT TAT GGC ACA AAG TGG AAC CCC TAT GAG ATT CAG CTG TAC CTC AGT TCC CAG
TCC CTA GTG TTG GTG GTG GGT GGA AAG GAG AAC AAG CTG GCT GCA GAC ACT GTG GTG TCC
CTG GGG AGG TGG TCC CAC CTG TGT GGC ACC TGG AGT TCA GAG CAG GGG AGC ATG TCC CTG
TGG GCA AAC GGG GAG CTG GTG GCT ACC ACT GTA GAG ATG GCC AAA AGT CAC TCT GTT CCT
GAG GGT GGA CTC CTA CAG ATT GGC CAA GAA AAG AAT GGT TGC TGT GTA GGT GGG GGC TTT
GAC GAA TCA TTA GCA TTT TCT GGA AGA ATC ACA GGC TTC AAT ATC TGG GAT CGG GTT CTC AGC
GAG GAG GAG ATA CGG GCC AGT GGA GGA GTC GAA TCC TGT CAC ATC CGG GGA AAT GTC GTC
GGG TGG GGA GTC ACA GAG ATT CAG GCG CAC GGA GGA GCC CAG TAT GTT TCT TAA
Den schlussendlichen Nachweis der Translation eines vera¨nderten, bzw. trunkierten Proteins
ist mit herko¨mmlichen immunologischen Methoden schwer zu erbringen, da vor allem der Spezi-
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fita¨t eines gewa¨hlten Antiko¨rper nicht blind vertraut werden kann. Auch war es nicht das Ziel der
vorliegenden Arbeit, einen solchen Nachweis zu erbringen. Vielmehr ging es um eine kritische Be-
urteilung der verwendeten Ptx3-defizienten Ma¨use. Zu diesem Zweck wurden mit Unterstu¨tzung von
Herrn Bruno Luckow Primer designt, die innerhalb des kodierenden Bereichs der Ptx3-mRNA (siehe
oben) downstream der SacI-Restriktionsschnittstelle (rot) und des direkt darauf folgenden potentiel-
len Startcodons (gru¨n) binden (Primer-Sequenz auch in Kap. 2.2.4, hier in gelb dargestellt).
Zur Kla¨rung der Frage, ob eine trunkierte Version der Ptx3-mRNA transkribiert wird, wurde
Gesamt-RNA aus Ovarien von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren isoliert (siehe Kap. 3.2.1), zu cDNA per
Reverse Transkriptase-PCR umgeschrieben (siehe Kap. 3.2.3) und mittels quantitativer PCR (siehe
Kap. 3.2.4) mit dem in Tab. 10 beschriebenen Mastermix unter den in Tab. 9 beschriebenen Be-
dingungen quantifiziert (Abb. 7A&B). Das gewonnene qPCR-Produkt wurde im Anschluss wie oben
beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 7C).
Abbildung 7: Ptx3 mRNA-Expression in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren. Gesamt-RNA wurde aus den Ova-
rien von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren isoliert, umgeschrieben und per qPCR die Expression von Ptx3 im
Verha¨ltnis zu Rn18s quantifiziert. (A) Quantifizierung der in (B) dargestellten qPCR-Reaktion fu¨r Ptx3-Primer.
(B) LightCycler-Lauf der Reaktionen mit Ptx3-Primern. (C) Gelelektrophoretische Darstellung des qPCR-
Produktes. NTC (non template control) ist die Negativkontrolle der qPCR-Reaktion und beinhaltet ddH2O
anstelle von cDNA.
Die Ovarien sind in adulten Tieren unter physiologischen Bedingungen reich an Ptx3-mRNA,
weshalb sie zur Isolierung der Gesamt-RNA herangezogen wurden. Die U¨berpru¨fung der Ptx3-
Expression in Ptx3-/- Ma¨usen im Vergleich zu ihren Ptx3+/+ Geschwistern ergab eine deutliche Ex-
pression in beiden Genotypen (Abb. 7A), die nicht auf Verunreinigungen mit genomischer DNA
zuru¨ckzufu¨hren war (Abb. 7B). Die Gelelektrophorese besta¨tigte, dass bei Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tie-
ren das gleiche PCR-Produkt entstanden ist (Abb. 7C), das in der qPCR-Reaktion gemessen wurde.
3.1.3 Narkotisierung, Antagonisierung und Analgesie im Rahmen operativer
Eingriffe
Zum Erreichen einer chirurgischen Toleranz (Ana¨sthesiestadium III 2) der Versuchstiere mit Seda-
tion, Hypnose, Analgesie und Relaxation wurde eine vollsta¨ndig antagonisierbare Injektionsnarkose
verwendet (siehe Tab. 5).
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Tabelle 5: Bestandteile und Dosierung der verwendeten Injektionsnarkose und der jeweiligen Antagonisten.
Mixtur Substanz Wirkung Dosierung [mg/kg KG]
Narkose
Fentanyl Opioidrezeptoragonist 0,05
Midazolam allosterischer GABA-A-Rezeptor Ligand 5
Medetomidin α2-Adrenozeptoragonist 0,5
Naloxon Opioidrezeptorantagonist 1,2
Antagonist Flumazenil
Antagonist an der GABA-A-Rezeptor-
Bindungsstelle von Midazolam
0,5
Atipamezol α2-Adrenozeptorantagonist 2,5
Die Inhaltsstoffe des Narkosemixes und des Antagonistenmixes wurden jeweils kurz vor dem
operativen Eingriff in einem Falcon entsprechend Tab. 6 zusammengemischt und auf 37 ◦C erwa¨rmt.
Das Versuchstier wurde gewogen und je nach Gewicht wurde die entsprechende Menge der Narkose
und des Antagonisten luftfrei aufgezogen und zur unmittelbaren Verwendung bereit gelegt.
Tabelle 6: Ansatz fu¨r Narkose- und Antagonistenmix berechnet fu¨r 1000g KG.
Mixtur Substanz Konzentration [mg/ml] Volumen [ml]
Narkose
Fentanyl 0,05 1
Midazolam 5 1
Medetomidin 1 0,5
Naloxon 0,4 3
Antagonist Flumazenil 0,1 5
Atipamezol 5 0,5
Das Versuchstier wurde mit einem Nackengriff sicher fixiert und mit dem Kopf nach kranial
gekippt gehalten, um die Organe aus dem Injektionsgebiet zu mobilisieren. Die Bauchwand wurde
im unteren linken Quadranten in Richtung Bauchmitte in einem 30 ◦-45 ◦Winkel mit einer 30 G Kanu¨le
punktiert um eine Verletzung der inneren Organe zu vermeiden (intraperitoneale Injektion, i.p.). Das
aufgezogene Volumen wurde ohne Aspiration vollsta¨ndig injiziert. Das Erreichen der chirurgischen
Toleranz nach ca. 10-20 min wurde mittels sehr stark vermindertem Zwischen-Zehenreflex an der
Hintergliedmaße sichergestellt. Das gewa¨hlte Narkoseregime gewa¨hrleistete bei stabiler Ko¨rpertem-
peratur um 37,5 ◦C eine Narkosedauer von ca. 1 h.
Nach Beendigung der OP wurde das Versuchstier durch subcutane (s.c.) Applikation des zuvor
pra¨parierten Volumens des Antagonisten aus der Narkose aufgeweckt und wa¨hrend der Aufwach-
phase engmaschig u¨berwacht.
Pra¨operativ wurden direkt vor Einleitung der Injektionsnarkose 200 mg/kg KG Metamizol per-
oral (p.o.) und postoperativ 0,05 mg/kg KG Buprenorphin s.c. verabreicht. Nach der ersten Buprenor-
phin Applikation erfolgten alle 12 Stunden weitere Gaben gleicher Dosierung. Eine Verabreichung von
Buprenorphin als Analgetikum erfolgte an mindestens drei aufeinanderfolgenden Tagen postoperativ.
In Abha¨ngigkeit des Wohlbefindens des Versuchstieres am 4. postoperativem Tag wa¨re eine weite-
re Analgesie mit 200 mg/kg KG Metamizol p.o. alle 6 h mo¨glich gewesen. In den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefu¨hrten Operationen war dies allerdings nie no¨tig, da sich alle Versuchs-
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tiere am 2. bis 3. postoperativen Tag schmerzfrei und aktiv zeigten. Metamizol und Buprenophin
wurden gema¨ß den ga¨ngigen Empfehlungen der GV-Solas (Empfehlung zur Substanzapplikation bei
Versuchstieren, Auflage August 2010) appliziert und dosiert.
3.1.4 Intraoperative Temperaturkontrolle
Nach Injektion der Narkose bis zum Erreichen der chirurgischen Toleranz wurde das Versuchstier in
eine auf 37,0 ◦C vorgeheizte Brutmaschine (Brinsea Octagon 20 Advance) gesetzt, um einem narko-
sebedingten Abfallen der Ko¨rpertemperatur schon im Ansatz entgegenzuwirken (Abb. 8A). Anschlie-
ßend wurde eine RET-3-ISO Rektalsonde (Physitemp Instruments) eingefu¨hrt und mit einem 2 cm
breiten Leukoplaststreifen am Schwanz fixiert, sodass sie u¨ber die gesamte Dauer der Operation bis
zum Aufwachen im Versuchstier verbleiben konnte. Die zugeho¨rige Messeinheit (Thermes-USB Tem-
perature Data Acquisition Seven channel unit) wurde an einen PC angeschlossen, sodass u¨ber die
Physitemp Software die Ko¨rpertemperatur der Versuchstieres in Echtzeit beobachtet werden konnte.
Erst bei konstanter Ko¨rpertemperatur um 37,5 ± 0,1 ◦C wurde die Operation initiiert.
Der operative Eingriff wurde auf einem auf 42 ◦C vorgeheizten Kleintier-OP-Tisch (Medax
GmbH) durchgefu¨hrt. Bei Durchfu¨hrung einer IRI-Operation wurde das Versuchstier fu¨r die Dauer
der Ischa¨miezeit in eine zweite auf 37,7 ◦C vorgeheizte Brutmaschiene gelegt. Die Entfernung der
Aneurysmaklemme nach Ablaufen der Ischa¨miezeit und der Wundverschluss erfolgten wiederum auf
dem Kleintier-OP-Tisch. Nach Applikation des Antagonisten und Entfernung der Rektalsonde wur-
de das Versuchstier bis zum vollsta¨ndigen Erwachen zuru¨ck in die erste Brutmaschiene (37,0 ◦C)
gesetzt (Abb. 8A).
Mit Hilfe dieses Protokolls konnte die Ko¨rpertemperatur aller Versuchstiere fu¨r die Dauer der
Operation stabil zwischen 36,5 und 38,5 ◦C gehalten werden (Abb. 8B) [169]. Bei einem unvorherseh-
baren Temperatureinbruch oder -anstieg konnte Dank der Online-Temperaturkontrolle auf jedes Tier
individuell mit abku¨hlenden (kurzfristiger Entzug der entsprechenden Wa¨rmezufuhr) oder aufheizen-
den (zusa¨tzliche Exposition mit einer Infrarotlampe) Maßnahmen reagiert werden (Abb. 8C).
3.1.5 Renale Ischa¨mie- und Reperfusionsoperation
Bei der Induktion eines Ischa¨mie- und Reperfusionsschadens durch Verschluss der linken Nierenar-
terie wurde das Versuchstier mittels des unter Kap. 3.1.3 beschriebenen Verfahrens narkotisiert und
hinsichtlich seiner Ko¨rpertemperatur wie in Kap. 3.1.4 u¨berwacht und stabilisiert.
Das Tier wurde im Operationsbereich rasiert und die Haut mit 70%igem Ethanol desinfiziert.
Mittels eines 1,0 cm langen Schnittes wurde die Flanke ero¨ffnet und die Bauchwand freigelegt. Ein
weiterer Schnitt gleicher La¨nge ero¨ffnete die tieferen Schichten der Flankenwand und legte die re-
troperitoneal gelegene Niere frei. Die Nierenarterie und –vene wurden dargestellt und mit einem
atraumatischen Gefa¨ßclip (Yasargil Aneurysm Clip) hinter dem Abgang aus der Bauchschlagader
und vor der Mu¨ndung in die Niere fu¨r die Dauer von 35 Minuten verschlossen.
Wa¨hrend der Ischa¨miezeit wurde die Wunde mit warmen, 0,9% NaCl-getra¨nkten, sterilen Tup-
fern bedeckt, um den Wa¨rme- und Flu¨ssigkeitsverlust so gering wie mo¨glich zu halten.
Am Ende der Ischa¨miezeit wurde der Gefa¨ßclip entfernt und die Niere im Hinblick auf eine
suffiziente Reperfusion beobachtet. Vor dem Verschluss der Bauchwand wurde 1 ml 37◦◦C warmes
0.9% NaCl direkt in das Abdomen verabreicht. Die Unterhautnaht wurde mit einem resorbierbaren
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Abbildung 8: Intraoperative Temperaturkontrolle bei unilateraler rIRI. (A) Schematische Darstellung der
eingesetzten Hilfsmittel zur Stabilisierung der Ko¨rperkerntemperatur der Versuchstiere im zeitlichen Verlauf
der Operation. Phase 1: Einleitung der Narkose; Phase 2: Inzision und Abklemmen der Niere; Phase 3:
Ischa¨miedauer; Phase 4: Einsetzen der Reperfusion der Nieren durch Entfernen der Klemmen und Wundver-
schluss; Phase 5: Antagonisierung der Narkose, Analgesie und Aufwachphase. (B) Das Protokoll ermo¨glichte
es die Ko¨rpertemperatur der Tiere in den Phasen 1-4 mit geringer Varianz im Bereich zwischen 36,5 und 38,5
◦C zu halten. Nach Ende der Phase 4 wurden die rektalen Temperatursonden entfernt, sodass fu¨r Phase 5
keine Daten vorliegen. Dargestellt sind Mittelwert (schwarz) und Standardabweichung (blau) von 5 Tieren. (C)
Die Darstellung der Ko¨rperkerntemperatur u¨ber den gesamten Zeitraum (Phasen 1-4) fu¨r jedes Tier individuell
diente als Qualita¨tskontrolle bzw. Ausschlusskriterium. Vera¨ndert nach Marschner et al. [169]
VicrylTM , die Hautnaht mit einem nicht-resorbierbaren Ethibond Excel 5-0 Faden (beide von Ethicon)
jeweils in Einzelknopfna¨hten verschlossen.
Bei dem oben beschriebenen Verfahren handelt es sich um eine unilaterale IRI-Operation, so-
dass die kontralaterale Niere (rechts) vollkommen unberu¨hrt verbleibt. Alle IRI-Experimente wurden
in ma¨nnlichen Tieren im Alter von 7-8 Wochen durchgefu¨hrt.
3.1.6 Akute und chronische Oxalatnephropathie
Zur Induktion einer akuten Oxalatnephropathie nach dem in Mulay et al. [182] beschriebenen Modell
wurden C57BL/6N Wildtyp bzw. Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen im Alter von 7-8 Wochen 100 mg/kg
KG Natriumoxalat (NaOx) gelo¨st in PBS oder reines PBS i.p. injiziert. Hierfu¨r wurden die Tiere im
Nackengriff gefasst und auf den Ru¨cken gedreht. Die entsprechende Lo¨sung wurde mit einer Kanu¨le
der Sta¨rke 30G in einen der beiden unteren abdominalen Quadraten in Richtung cranio-medial appli-
ziert. Dabei wurden die Ma¨use im 30 ◦Winkel mit dem Kopf nach unten gehalten um eine Perforation
des Darmkonvoluts zu vermeiden. Die Natriumoxalat-behandelten Tiere bekamen zudem eine 3%-
ige Natriumoxalatlo¨sung anstelle des normalen VE-Wassers der Kontrollgruppe. Allen Tieren stand
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fu¨r die Versuchsdauer Futter ad libitum zur Verfu¨gung. Nach 24 h wurde das Modell durch zervikale
Dislokation der Tiere und Entnahme der Nieren beendet.
Basierend auf den Arbeiten von Knauf et al. [137] und Mulay et al. [181] wurde zur Induktion ei-
ner chronischen Oxalatnephropathie die Erna¨hrung der Tiere auf ein von Ssniff Spezialdia¨ten GmbH
hergestelltes Natriumoxalat-reiches aber Kalzium-armes Futter umgestellt (Zusammensetzung siehe
Kap. 2.1.6). Eine Reduktion des Kalziums in der Dia¨t erho¨ht die Verfu¨gbarkeit von gelo¨stem Oxalat
fu¨r die Absorption durch den Magen-Darm-Trakt [137]. Dem ebenfalls von Ssniff hergestellten Kontroll-
futter wurde kein Natriumoxalat zugesetzt sondern nur das Kalzium entzogen. Die Exposition mit der
jeweiligen Dia¨t erfolgte ad libitum fu¨r 21 Tage bei ansonsten Standard-Haltungsbedingungen (Kap.
3.1.1). Das Model endete jeweils nach 21 Tagen mit zervikaler Dislokation der Tiere und Entnahme
der Nieren.
3.1.7 Rekombinantes humanes Pentraxin 3 (rhPTX3)
Rekombinantes humanes PTX3 wurde in einer Konzentration von 2,5 mg/ml gelo¨st in PBS von Cecli-
lia Garlanda und Alberto Mantovani (Instituto Clinico Humanitas, Rozzano, Italien) fu¨r die Durchfu¨h-
rung aller im Verlauf der Arbeit beschriebenen Studien zur Verfu¨gung gestellt. Das Protein wurde in
PER.C6 Zellen [77,200] exprimiert und wie bei Bottazzi et al. [31] beschrieben unter Endotoxin-freien Be-
dingungen mit Immmunoaffinita¨tssa¨ulen aufgereinigt. Die Reinheit der Pra¨paration wurde per SDS-
PAGE u¨berpru¨ft und eine Kontamination mit Endotoxinen per Limulus-amebocyte-Lysat-Assay und
Ausbleiben einer Interleukin 6-Induktion in Monozyten ausgeschlossen. Als Vehikelkontrolle fu¨r die in
dieser Arbeit durchgefu¨hrten Experimente mit rhPTX3 wurde entsprechend der vorliegenden Protein-
Formulierung PBS verwendet.
Fu¨r in chemico Experimente wurde der Protein-Stock unverdu¨nnt oder mit ddH2O verdu¨nnt
eingesetzt. Fu¨r in vivo Experimente in Ma¨usen, die eine therapeutische oder substituierende Gabe
von PTX3 vorsahen, wurde der rhPTX3 Stock auf 1 mg/ml verdu¨nnt, sodass bei einem maximalen
Injektionsvolumen von 10 ml/kg KG 5 mg/kg KG rhPTX3 injiziert werden konnten.
Die Anwendung des humanen Proteins in Mausmodellen erfolgte analog zu den Vorarbeiten
der AG Anders [151]. Basierend auf der ausgepra¨gten Homologie der Polypeptidsequenzen von 97,5
% zwischen Maus und Mensch [155,83] wurde angenommen, dass die Funktion des rekombinanten
humanen gegenu¨ber des endogenen murinen Proteins in der Maus nicht vermindert ist. Rekonstitu-
tionsexperimente mit rhPTX3-substituierten Ptx3-/- Ma¨usen sowie Ptx3+/+ Geschwistern besta¨tigten
bisher diese Annahme [151]. Mo¨gliche experimentelle Artefakte auf Grund dieses Vorgehens ko¨nnen
allerdings nicht ausgeschlossen werden.
3.1.8 Intraveno¨se Injektion
Bei intraveno¨sen Injektionen wurde das von der GV-SOLAS empfohlene Maximalvolumen von 10
ml/kg KG stets eingehalten. Die Tiere wurden im wachen Zustand in einem selbst gebauten Restrai-
ner fixiert (Abb. 9), der eine ausreichende Sauerstoffversorgung u¨ber Luftlo¨cher zusichert, gleichzei-
tig jedoch ein Umdrehen des Tieres verhindert. Nach Darstellung der Schwanzvene wurde diese mit
einer 30G-0.5” Nadel punktiert und das entsprechende Volumen injiziert. Nach dem Herausziehen
der Kanu¨le wurde die Injektionsstelle bis zum Stillstand der Blutung mit einem sterilen Mulltupfer
komprimiert.
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Abbildung 9: Maus-Restrainer fu¨r intraveno¨se Injektionen. (A) Aufsicht: Auf einer beschichteten Holzplatte
konnte eine nach Vorne hin offene 50 ml Perfusorspritze inklusive Kolben (Maus-Kompartiment) variabel fixiert
werden. (B & C) Vorderansicht: Sobald die Maus in das mit Luftlo¨chern versehene Kompartiment hinein gefu¨hrt
wurde, konnte es mit einer Endplatte aus Stahl abgeschlossen werden. Dabei wurde der Schwanz der Maus
durch eine eigens dafu¨r angefertigte tora¨hnliche O¨ffnung gefu¨hrt.
3.1.9 Bestimmung der glomerula¨ren Filtrationsrate
Die glomerula¨re Filtrationsrate (GFR) wurde mit Hilfe eines miniaturisierten Lichtsignalsensors (Ima-
ger) und dem Einsatz des i.v. applizierten, FITC-gelabelten GFR-Markers Sinistrin gemessen. Die
Imager bestehen aus einer Licht-emittierenden Diode und einem Photodetector, die jeweils mit einem
Blau-, bzw. Gru¨n-Bandpassfilter sowie einem Akku ausgestattet sind [233].
Zur Vorbereitung auf die Messung wurde das Versuchstier zuna¨chst mittels Inhalationsnar-
kose (3% Isofluran in medizinischem Sauerstoff 4 l/min) narkotisiert. Das Tier wurde dazu in eine
abgeschlossene Kammer gesetzt, in der das Narkosegas mit 2% angeflutet wurde. Nach einer Mi-
nute in der Kammer wurde das Versuchstier entnommen und die Ru¨ckenhaare in Ho¨he der Brust-
wirbelsa¨ule auf einer Fla¨che von 1,5 * 2,5cm mit Hilfe eines handelsu¨blichen Einmal-Nassrasieres
abrasiert, sodass der Imager direkt im Anschluss an die Rasur auf der nackten Haut angelegt und
die Aufzeichnung gestartet werden konnte. Der Imager wurde mit Hilfe eines gefensterten doppel-
seiteigen Klebebandes (NIC-Pflaster, Mannherim Pharma & Diagnostics) auf der freirasierten Fla¨che
angebracht und mit einem 1cm breiten Streifen Leukoplast zusa¨tzlich gesichert. Dabei umfing der
Streifen das Tier einmal in Ho¨he des Brustkorbes, allerdings deutlich unterhalb des Schultergu¨rtels,
um Wohlbefinden und Bewegungsfreiheit nicht zu beeintra¨chtigen. Durch die zusa¨tzliche Sicherung
wurde auch ausgeschlossen, dass das Tier Imager und Batterie zu fassen bekommen und dadurch
eventuell zu Schaden kommen konnte. Die gesamte Prozedur passierte auf einer sterilen Unterlage
unter einem dafu¨r geeigneten Abzug (semi-sterile Bedingungen).
Von der Anbringung des Imagers bis zu seiner Entfernung wurde jedes Versuchstier einzeln in
einem frisch autoklavierten Ka¨fig gehalten, sodass es wa¨hrend der gesamten Messdauer wach war
und sich frei bewegen konnte. 5 Minuten nach dem Start der Aufzeichnung, in denen Hintergrund-
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werte fu¨r die spa¨tere Datenanalyse vom Gera¨t aufgezeichnet wurden (Abb. 10A), konnte das Tier
wie unter Kap. 3.1.8 beschrieben fixiert und die i.v. Injektion von 120mg/kg KG des FITC-markierten
Sinistrins durchgefu¨hrt werden.
Abbildung 10: Bestimmung der glomerula¨ren Filtrationsrate. Dargestellt ist der typische Verlauf der trans-
kutan gemessenen FITC-Emission in einem C57BL/6N Versuchstier im Alter von 8 Wochen mit normaler
Nierenfunktion. (A) Die gemessenen Fluoreszenzintensita¨ten lassen sich im Zeitverlauf in die Phasen der
reinen Hintergrundfluoreszenz vor Injektion des FITC-Sinistrins (blau), der Injektion selbst (gelb) und der Ab-
reicherung des Moleku¨ls durch glomerula¨re Filtration (rot). (B) Zur Bestimmung der Plasma-Halbwertszeit von
FITC-Sinistrin wurden ein Schwellenwert fu¨r die Hintergrundfluoreszenz (= Offset,rot), der zeitliche Beginn der
Auswertung bei 60 % der maximal erreichten Fluoreszenzintensita¨t (= Start, orange) und das zeitliche Ende
der Auswertung bei asymptotischer Anna¨herung an den Offset (= Ende, gelb) definiert. Die MPD-Lab Software
errechnete darauf basierend die Area-under-the-curve (blau) und die davon abgeleitete Plasma-Halbwertszeit
von FITC-Sinistrin.
Das pharmakologisch-toxikologische Profil der Substanz ist vergleichbar mit dem weit verbrei-
teten FITC-Inulin und daher als ebenso unbedenklich einzustufen [204]. Das markierte Polysaccharid
wird ausschließlich glomerula¨r filtriert und nicht im Ko¨rper zuru¨ckgehalten [234], sodass es sich unein-
geschra¨nkt zur Bestimmung der GFR eignet. Es unterscheidet sich strukturell nur geringfu¨gig vom
etablierten FITC-Inulin [165], ist aber deutlich besser wasserlo¨slich [204], was ho¨here Konzentrationen
bei gleichzeitigem Einhalten der empfohlenen Injektionsvolumina der GV-SOLAS ermo¨glicht.
Nach der Injektion verzeichnete der Imager einen sprunghaften Anstieg der transkutan gemes-
senen Fluoreszenz, welche bei gesunden Versuchstieren wa¨hrend der Messdauer von 90 Minuten
wieder auf den Ausgangswert zuru¨ckfiel (Abb. 10A). Nach Ende der Messung wurde der Imager
vorsichtig abgenommen und das Versuchstier wieder zuru¨ck zu seinen Artgenossen gesetzt.
Die gemessenen Fluoreszenzkurven wurden am PC mittels der MPD-Lab Application ausgele-
sen und der Abfall des Fluoreszenzsignals u¨ber die Zeit als Plasma-Halbwertszeit des FITC-Sinistrin
ausgedru¨ckt (Abb. 10B). Anhand eines empirisch ermittelten Umrechnungsfaktors und der Einbezie-
hung des Ko¨rpergewichtes (KG) ließen sich die Halbwertszeiten - wie in der unten stehenden Formel
gezeigt - als GFR (µl/min) darstellen [293].
GFR[µl/min/100gKG] =
14616, 8[µl/100gKG]
t1/2[min]
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In mehreren Publikationen konnte gezeigt werden, dass die transkutan ermittelte GFR stark
mit der tatsa¨chlichen Plasma-Clearance korreliert [233,232,231]. Die so gewonnenen Daten zeichnen
sich durch hohe Reproduzierbarkeit und Zuverla¨ssigkeit aus [231]. Die Unabha¨ngigkeit dieser minimal-
invasiven Methodik von Urin- oder Blutproben ermo¨glicht zudem wiederholte Messungen an einem
Versuchstier in einem kurzen Zeitraum.
3.1.10 Urinabnahme
Spontanurin wurde im Zuge der Versuche zum chronischen Oxalatmodell zu verschiedenen Zeit-
punkten im Experiment sowie zum To¨tungszeitpunkt gewonnen. Das Versuchstier wurde auf einer
rutschfesten Unterlage am Schwanz gehalten und der Urin wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß
aufgefangen.
Sofern die Probe fu¨r eine Proteinanalyse bestimmt war, wurde der Urin bei 10.000 g fu¨r 10 min
zentrifugiert, der U¨berstand in ein frisches Reaktionsgefa¨ß pipettiert und bei -80 ◦C gelagert. Fu¨r die
Bestimmung des Kalzium- und Oxalsa¨ure-Gehaltes im Urin wurde der gesammelte Spontanurin mit
0,1N HCl angesa¨uert (1 µl auf 20 ml Urin), gru¨ndlich gevortext und bei -20 ◦C gelagert.
3.1.11 Blutabnahme
Zum Versuchsende wurden die Versuchstiere wie unter Kap. 3.1.9 bereits beschrieben mit einer
Isofluran-Inhalationsnarkose ana¨sthesiert und Blut wurde durch Punktion des retrobulba¨ren Venen-
plexus mit einer Glaskapillare in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß mit 10 µl 0,5 M EDTA aufgefangen.
Direkt im Anschluss wurden die Ma¨use wie unter Kap. 3.1.12 beschrieben euthanasiert, ohne aus
der Kurznarkose aufzuwachen.
Bei Blutentnahmen wa¨hrend eines Versuches wurden einige Tropfen Blut durch Punktion der
Schwanzvene gewonnen. Hierbei wurden maximal 7 % des Ko¨rpergewichtes des Versuchstieres in
Gramm in Milliliter Volumen abgenommen. Das Versuchstier wurde hierfu¨r nicht in Narkose versetzt
sondern in eine Ro¨hre gefu¨hrt in der eine ausreichende Sauerstoffversorgung gewa¨hrleistet war.
Gleichzeitig fixierte die Ro¨hre das Versuchstier in einer Position, in der es sich nicht umdrehen konnte.
Wie oben beschrieben fanden auch hier 1,5 ml Reaktionsgefa¨ße mit EDTA zum Auffangen des Blutes
Verwendung. Durch Druck mit einer sterilen Kompresse auf die punktierte Stelle wurden eventuelle
Nachblutungen gestillt.
Bei beiden Verfahren wurde im Anschluss an die Probengewinnung das Reaktionsgefa¨ß bei
8000 g fu¨r 5 Minuten zentrifugiert, der Plasma-U¨berstand abpipettiert und bei -20 ◦C bis zur weiteren
Analyse gelagert.
3.1.12 Entnahme der Nieren
Nach Beendigung der respektiven Versuchs wurden die Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation
euthanasiert, fixiert und laparotomiert, um beide Nieren darzustellen und zu entnehmen. Die Nie-
renkapseln wurden durch vorsichtiges Pressen des intakten Organs durch Zeigefinger und Daumen
beider Ha¨nde entfernt. Beide Nieren wurde wie in Abb. 11 gezeigt mit einem Skalpell in drei Teile
zerteilt.
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Das Mittelstu¨ck wurde sofort nach der Entnahme fu¨r 24 h in einer Einbettkassette in 4 % neutral
gepuffertem Formalin eingelegt. Die weitere histologische Probenaufbereitung wird detailliert in Kap.
3.3 beschrieben. Der fu¨r Proteinextraktionen bestimmte Nierenpol wurde in einem 1,5 ml Reaktions-
gefa¨ß in flu¨ssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 ◦C gelagert. Zum
Schutz der RNA vor dem Verdau durch gewebeeigene RNAsen wurde der zweite Nierenpol in 500
µl RNAlater eingelegt und in einem 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 ◦C
gelagert.
Abbildung 11: Aufteilung des Nierenparenchyms bei der Probennahme. Beide Nieren wurden transversal
geschnitten, sodass das ca. 3-4 mm dicke Mittelstu¨ck, welches den Nierenhilus entha¨lt fu¨r histologische Unter-
suchen, die beiden Nierenpole hingegen fu¨r RNA- oder Proteinanalysen verwendet werden konnten. Alternativ
wurde dieser Nierepol fu¨r durchflusszytometrische Messungen aufbereitet.
3.2 Molekularbiologische Methoden
Bei allen in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten wurde wenn mo¨glich stets auf Eis gearbeitet.
Sofern mit RNA gearbeitet wurde wurden alle Oberfla¨chen, Pipetten, Racks, Elektrophoresekam-
mern und andere Arbeitsmaterialien wenn mo¨glich fu¨r 20 min mit RNase AWAY R© behandelt und
anschließend mit 70% Ethanol gereinigt. Arbeiten die 2-Mercaptoethanol beinhalteten wurden mit
entsprechender Schutzkleidung unter einem Abzug durchgefu¨hrt.
3.2.1 Gesamt-RNA Isolation
Gesamt-RNA aus einem gesamten Nierenpol (siehe Abb. 11) wurde stets unter Verwendung des
PureLinkTMRNA Mini Kits (12183018A, Invitrogen) gewonnen. Das bei -20 ◦C in RNAlater aufbe-
wahrte Gewebestu¨ck wurde in ein 5 ml Falcon R©Polypropylene-Tube u¨berfu¨hrt, welches bereits 2 ml
des Kit-eigenen und mit 1% 2-Mercaptoethanol versetzten Lysepuffers enthielt, und auf Eis geku¨hlt.
Mit Hilfe eines ULTRA-TURRAX R© wurde der Nierenpol zu einer feinen Suspension homogenisiert
(20 sec, Stufe 4). Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die Lo¨sung nicht erwa¨rmt. Die Suspension
wurde wiederum auf Eis gestellt. Sofern notwendig wurde nach 5 min eine zweite Homogenisierung
durchgefu¨hrt.
Das Rotorblatt des ULTRA-TURRAX R© wurde nach jeder verarbeiteten Probe erst mit 70% Ethanol
und dann mit ddH2O gereinigt.
Fu¨r die Homogenisierung der Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ovarien (siehe Kap. 3.1.2) wurden Lysing
Matrix D Tubes mit 1,4 mm Keramik-Ku¨gelchen verwendet. Hierzu wurde das Gewebe in dem oben
beschriebenen Lysepuffer aufgenommen, in die Lysing Matrix D Tubes u¨berfu¨hrt und zweimal bei
6500 rpm fu¨r 50 s in einem Roche MagNA Lyser homogenisiert. Die Proben wurden dabei vor und
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nach sowie zwischen den Homogenisierungs-Einheiten auf Eis geku¨hlt. Sowohl ULTRA-TURRAX R©
als auch MagNA Lyser-aufbereitetes Gewebe wurde in gleicher Weise - wie im Folgenden beschrie-
ben - weiterverarbeitet.
700 µl der Gewebesuspension wurden in einem neuen 1,5 ml Eppendorfgefa¨ß mit ebenfalls
700 µl 70%-igem analytischen Alkohol gemischt und gru¨ndlich gevortext. Das Gemisch wurde in zwei
Durchga¨ngen mit je 700 µl auf die PureLinkTM-Silikagel-Sa¨ulen aufgetragen und bei 12000 g fu¨r 30
sec zentrifugiert. Die aufgefangene Flu¨ssigkeit wurde verworfen und die an die Sa¨ule gebundene
Probe wurde einmal mit 350 µl Waschpuffer 1 gespu¨lt (Zentrifugation bei 12000 g, 30 sec).
Anschließend wurde ein DNase-Verdau durchgefu¨hrt um einer Kontamination der zu isolieren-
den RNA mit genomischer DNA entgegen zu wirken. Gema¨ß der Angaben des Herstellers (RNase-
Free DNase Set (50), 79254, Qiagen) wurden 80 µl der DNase-haltigen Lo¨sung auf die Sa¨ule pipet-
tiert und bei RT fu¨r 15 min inkubiert. Danach wurde der oben beschriebene Waschschritt mit Wasch-
puffer 1 wiederholt. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit je 500 µl Waschpuffer 2 (Zentrifugation
bei 12000 g, 30 sec), an deren Ende die Sa¨ule fu¨r 2 min trocken zentrifugiert wurde. Der Auffang-
beha¨lter der Sa¨ule wurden gegen ein RNase-/DNase-freies 1,5 ml Eppendorf-Gefa¨ß getauscht und
32 µl RNase-freies Wasser aus dem Kit wurden auf die Sa¨ule pipettiert und fu¨r 1 min bei RT inkubiert.
Die gebundene RNA wurde mit Hilfe des Wassers und durch Zentrifugation bei 20000 g fu¨r 2 min von
der Sa¨ule gelo¨st und in dem Eppendorf-Gefa¨ß aufgefangen. Die aufgereinigte RNA wurde entweder
bei -80 ◦C gelagert oder fu¨r die unmittelbare Weiterverarbeitung auf Eis gestellt. Wenn mo¨glich wurde
direkt im Anschluss an die RNA-Isolation eine Umschreibung zu cDNA eingeleitet (siehe Kap. 3.2.3).
Andernfalls wurde die isolierte Gesamt-RNA bis zur Umschreibung bei -80 ◦C gelagert.
Im na¨chsten Schritt wurde die Gesamt-RNA-Konzentration und RNA-Reinheit mit Hilfe eines
NanoDrop 1000 Spektrophotometers (Thermo Scientific) bestimmt. Prinzipiell wurden nur RNA-Proben
mit einer 260/280-Ratio von 1,8 bis 2,2 weiterverarbeitet. Im Rahmen dieser Arbeit lagen die Wer-
te typischerweise zwischen 2,00 und 2,10. Proben mit Konzentrationen unter 150 ng/µl konnten im
Anschluss nicht ada¨quat zu cDNA umgeschrieben werden. Fu¨r Gewo¨hnlich lagen die Gesamt-RNA-
Konzentrationen, die aus dem oben beschriebenen Prozess gewonnen wurden, zwischen 1 und 2
µg/µl.
3.2.2 Analytisches MOPS-Gel
Bei Proben mit auffallend niedrigen RNA-Konzentrationen oder fu¨r den Fall, dass Zweifel an der
Integrita¨t der isolierten RNA bestanden wurde die Qualita¨t der Probe an Hand eines analytischen
MOPS-Gels (3-[N-Morpholino]propansulfonsa¨ure) nach einem Protokoll von Bruno Luckow u¨berpru¨ft.
Hierzu wurde ein 1%-iges Agarosegel (15510-500, Invitrogen Ltd.) in 1X MOPS-Puffer ohne
Nukleinsa¨uren-Interkalatoren vorbereitet (siehe auch Kap. 3.1.2). Der 10X MOPS-Puffer wurde wie
unter Kap. 2.2.2 beschrieben hergestellt. Von der zu untersuchenden RNA-Probe wurden 3 µl mit
17 µl eines zuvor pra¨parierten Probenpuffers gemischt (siehe Kap. 2.2.2) und fu¨r 15 min bei 65 ◦C
inkubiert. Die Proben wurden unmittelbar danach auf Eis gestellt, um eine Re-Konfiguration von RNA-
Sekunda¨rstrukturen zu unterbinden. Da diese Aufbereitung lediglich einer qualitativen Beurteilung
diente wurden unterschiedliche RNA-Mengen in den verschiedenen Proben in Kauf genommen. In
der Regel bewegten sie sich allerdings zwischen 1 bis 2 µg je Probe.
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Das ausgeha¨rtete Gel wurde mitsamt Gelkammer in eine entsprechende Elektrophoreseappa-
ratur eingelegt und mit 1X MOPS-Puffer bedeckt. Das gesamte Probenvolumen wurde in die Gelta-
schen pipettiert und die Probe wurde bei 80 V fu¨r 20-30 min aufgetrennt.
Im Anschluss wurden die Gelbanden mit Hilfe eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht und
abphotographiert. Bei intakten und scharf umgrenzten 18S- und 28S-Banden wurde die Qualita¨t der
Probe als gut eingestuft (Abb. 12).
Abbildung 12: Beispiel eines Analytischen MOPS-Gels. Eine klare Trennung der beiden prominenten Ban-
den (oben 28S rRNA, unten 18s rRNA) deutet auf nicht-degradierte RNA hin, wa¨hrend ein kontinuierlicher
Schmier (Spalten 3 und 5)auf eine maßgebliche Degradation durch RNasen hindeutet. Die Spalten 1-17 ste-
hen fu¨r jeweils unterschiedliche Proben.
3.2.3 Reverse Transkriptase PCR
Anhand der am NanoDrop bestimmten Gesamt-RNA-Konzentration jeder Probe wurden individuel-
le Verdu¨nnungen mit RNase-freiem Wasser hergestellt, sodass eine standardisierte Konzentration
jeder Probe von 0, 13 µg/µl zur Verfu¨gung stand. Diese Verdu¨nnungen wurden bei 65 ◦C fu¨r 10
min im Thermocycler (Mastercycler R©pro, Eppendorf AG) inkubiert und danach unmittelbar auf 4
◦C gestellt um etwaige RNA-Sekunda¨rstrukturen aufzulo¨sen. Zur Umschreibung der mRNA in cD-
NA wurde ein Mastermix bestehend aus randomisierten Hexanukleotid-Primern, einem a¨quimolaren
Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (dNTPs), einer reversen Transkriptase mit zugeho¨rigem Puffer,
einem RNase-Inhibtor, Acrylamid und Dithiothreitol (DTT) nach dem in Tabelle 7 beschriebenem Re-
zept hergestellt.
Tabelle 7: RT-PCR-Mastermix zur Umschreibung von mRNA zu cDNA. Angaben fu¨r eine Reaktion.
Reagenz Volumen Ansatz +RT [µl] Volumen Ansatz -RT [µl]
SuperScriptTM II Reverse Transcriptase 0,5 -
ddH2O - 0,5
5x First Strand Buffer 4,5 4,5
dNTPs (25 mM je Base) 0,45 4,5
Hexanucleotide Mix 0,25 0,25
RNasin R© Ribonuclease Inhibitor 0,5 0,5
Acrylamid 15 µg/ml 0,25 0,25
DTT 0,1 M 1 1
Gesamt 7,45 7,45
Um fu¨r den Einfluss von etwaigen Resten an genomischer DNA in der spa¨teren qPCR (Kap.
3.2.4) korrigieren zu ko¨nnen bzw. Kontaminationen mit DNA zu detektieren, wurden fu¨r jede Gesamt-
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RNA-Probe zwei Umschreibungen durchgefu¨hrt, eine mit Reverser Transkriptase (+RT), eine mit
ddH2O (-RT).
Schließlich wurden 2 µg (entsprechend 15 µl RNA-Verdu¨nnung) nach Zugabe von 7,45 µl in
Quali-PCR-Tubes zu den in Tabelle 8 genannten Bedinungen im Mastercycler R©pro (Eppendorf) um-
geschrieben und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 ◦C gelagert.
Tabelle 8: Thermo-Cycler-Programm zur Umschreibung von mRNA zu cDNA.
Programm Zieltemperatur [◦C] Dauer [min]
Umschreibung 42 120
Beendigung der Reaktion 85 5
Abku¨hlen 4 ∞
3.2.4 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)
Zur Quantifizierung der mRNA-Transkripte eines bestimmten Zielgens wurde ein LightCycler 480
Real-Time PCR-System (Roche Diagnostics GmbH) unter Verwendung eines 96-Well-Formates ein-
gesetzt. Diese Technik ermo¨glicht die kinetische Quantifizierung von PCR-Produkt-Doppelstra¨ngen
mit Hilfe des DNA-interkalierenden Farbstoffes SYBR R© Green I, dessen Emissionsintensita¨t fu¨r jede
Probe am Ende jedes Zyklus vom Gera¨t bestimmt wird.
Als Template dienten die per RT-PCR cDNA umgeschriebenen Gesamt-RNA-Isolate (siehe
oben). Die Primer zur Detektion der Zielgen-Transkripte (siehe Tab. 1) wurden so designt, dass die
Schmelztemperaturen aller Primer-Paare bei 60±1 ◦C lagen (mit Ausnahme von Gsta, Gstp1 und
Fabp1). Damit konnte das gleiche qPCR-Programm (siehe Tab. 9) fu¨r alle Zielgene benutzt werden.
Das wiederum ermo¨glichte die gleichzeitige Analyse verschiedener Zielgene auf einer 96-Well-Platte.
Tabelle 9: fu¨r die Genexpressionsanalyse im LightCycler 480.
Programm Wiederholungen Zieltemperatur [◦C] Dauer Temperatura¨nderung [◦C/s]
Initiale Denaturierung 1 95 5 min 4,4
Amplifikation 40
95 15 s 4,4
60 15 s 2,2
68 20 s 4,4
Schmelzkurve 1
95 5 s 4,4
65 60 s 2,2
97 - 0,11
Abku¨hlen 1 40 30 s 2,2
Aus der zuvor hergestellten cDNA sollte ein Volumena¨quivalent von 0,2 µl in jede qPCR-
Reaktion eingesetzt werden. Um die Pipettiergenauigkeit zu erho¨hen und das Protokoll zu verein-
fachen wurden 3 µl der jeweiligen cDNA-Probe mit 126,6 µl Ampuwa R© Wasser verdu¨nnt. Somit
entsprachen 8,64 µl dieser Verdu¨nnung zugleich der beno¨tigten cDNA-Konzentration als auch dem
insgesamt zuzusetzenden Wasservolumen fu¨r jede Reaktion. Die anderen Komponenten fu¨r jede
Reaktion wurden als Mastermix fu¨r jedes Zielgen nach dem Rezept in Tabelle 10 hergestellt.
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Es wurden fu¨r jede Reaktion 8,64 µl Probenverdu¨nnung je Well vorgelegt und 11,36 µl Master-
mix zugegeben. Nach Verschluss der 96-Well Lightcycler-Platte mit einer geeigneten transparenten
Klebefolie (Sarstedt) wurde die Platte fu¨r 15 s bei 500 g zentrifugiert. Bis zur Durchfu¨hrung der Re-
aktion im LightCycler 480 wurden die Platten bei 4 ◦C bis zu 6 h gelagert. Bei jedem Experiment
wurde zusa¨tzlich die Expression von 18S rRNA in jeder Probe bestimmt. Da sich diese Gewebe- und
Behandlungs-u¨bergreifend relativ unvera¨nderlich zeigt [18], wurde sie herangezogen um fu¨r die durch
Isolation und Umschreibung bedingten Unterschiede zwischen den Gesamt-cDNA-Konzentration der
unterschiedlichen Proben zu normalisieren.
Tabelle 10: qPCR-Mastermix fu¨r die Genexpressionsanalyse im LightCycler 480.
Reagenz Volumen [µl]
SYBRgreen-Mix (siehe Kap. 2.2.4) 10
Taq DNA Polymerase 0,16
Forward Primer 10 µM 0,6
Reverse Primer 10 µM 0,6
Gesamt 11,36
Die Datenanalyse wurde mit der LightCycler R© 480 Software durchgefu¨hrt. Zur Qualita¨tskontrolle
jeder Reaktion wurde zuna¨chst eine Schmelzkurvenanalyse (siehe Tab. 9) vorgenommen. Nur Pro-
ben mit einem eindeutig zuordenbaren und von der Wasserkontrolle differenzierbaren Temperatur-
peak wurden fu¨r die Crossing-Point-Analyse (Zyklusnummer, bei dem das Fluoreszenzsignal aus
dem Hintergrund tritt) verwendet. Der entsprechende Crossing Point (CP) wurde nach der softwa-
reeigenen ”Second Derivative Maximum”-Methode bestimmt. Die errechneten Werte wurden in die
unten stehende Formel eingesetzt.
∆CP = E−(CP18S rRNA−CPZielgen
Die Primereffizienzen E wurden zum Teil per serieller Verdu¨nnungen herausgefunden (siehe
Tab. 1) oder mit E=2 angenommen. Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit sind die so erfassten Er-
gebnisse als Zielgen mRNA/ 18S rRNA gekennzeichnet. In Einzelfa¨llen wurden die errechneten Er-
gebnisse fu¨r eine Intervention eines Experimentes auf die jeweiligen Kontrollen normalisiert, sodass
verschiedene Experimente oder LightCycler-La¨ufe besser miteinander vergleichbar wurden (ausge-
dru¨ckt als relative Vera¨nderung).
relative Vera¨nderung =
∆CPIntervention
∆CPKontrolle
3.2.5 Protein-Isolation
Zur Proteinextraktion wurden in flu¨ssigem N2 schockgefrorene und bei -80 ◦C aufbewahrte Nieren-
pole verwendet. Das Gewebe wurde in 500 µl RIPA-Puffer aufgenommen, mit Hilfe eines ULTRA-
TURRAX R© zu einer feinen Suspension homogenisiert (10 sec, Stufe 4, 3 mal) und dabei kontinuier-
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lich auf Eis geku¨hlt. Anschließend wurden die Proben bei 4 ◦C fu¨r 2 h bei ma¨ßiger Geschwindigkeit
kopfu¨ber in einem Rotator gewendet und am Ende bei 12700 g und 4 ◦C fu¨r 20 min abzentrifugiert.
Der U¨berstand wurde in frische 1,5 ml Reaktionsgefa¨ße u¨berfu¨hrt und bis zur weiteren Prozessierung
bei -80 ◦C gelagert.
3.3 Histologische Methoden
Die im folgenden beschriebene Probenaufbereitung zur Herstellung histologischer Pra¨parate sowie
die histochemischen und immunhistochemischen Fa¨rbungen wurden nicht vom Verfasser der Ar-
beit selber durchgefu¨hrt, sondern in Absprache mit dem Betreuer von Frau Janina Mandelbaum und
Herrn Dan Draganovici (Medizinisch-Technische Assistenten, Institut fu¨r Klinische Biochemie, Medi-
zinische Klinik und Poliklinik IV der Universita¨t Mu¨nchen).
3.3.1 Aufbereitung des Nierengewebes und Herstellung histologischer Pra¨parate
Formalin-Fixierung und Paraffineinbettung
Nach 24 h in 4 % neutral gepuffertem Formalin (siehe Kap. 3.1.12) wurden die Nierenmittelstu¨cke in
ihren Einbettkassetten in einen Karussell-Gewebeeinbettautomat (Shandon CitadelTM, Thermo Elec-
tron Corporation) u¨berfu¨hrt und nach dem in Tab. 11 spezifizierten Protokoll in Paraffin (Paraplast R©)
eingebettet.
Tabelle 11: Einbett-Protokoll fu¨r Formalin-fixierte Nierenschnitte am Karussell-Gewebeeinbettautomat.
Station Inhalt Zeitintervall
1 70% Ethanol 5 h
2 96% Ethanol 1 h
3 96% Ethanol 1 h
4 100% Ethanol 1 h
5 100% Ethanol 1 h
6 100% Ethanol 1,5 h
7 Xylol 45 min
8 Xylol 45 min
9 Xylol 1 h
10 Paraffin 2 h
11 Paraffin 2 h
Die Einbettkassetten wurden nach Ende des Protokolls entnommen und an einer Paraffin-
Ausgießstation (EC 350, Microm International GmbH) so im Paraffin eingebettet, dass sie an einem
Rotationsmikrotom (HM 340 E, Microm International GmbH) in 2 µm Dicke transversal geschnitten
werden konnten. Die Pra¨paratschnitte wurden in einem 40 ◦C warmen Wasserbad (HI 1210, Leica
Instruments GmbH) aufgefangen, auf Objekttra¨ger u¨bertragen und u¨ber Nacht bei 60◦C getrocknet.
Die dazu verwendeten Objekttra¨ger wurde im Vorfeld zweimal fu¨r jeweils 5 min mit 100% Aceton
und einmal fu¨r 5 min mit einer 0,02 %-igen Ammoniumpersulfat-Aceton-Lo¨sung entfettet, mit ddH2O
gespu¨lt und luftgetrocknet.
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Tabelle 12: Entparaffinisierung und Rehydrierung von Nierenschnitten.
Schritt Lo¨sungsmittel Dauer [min] Wiederholungen
1 Xylol 5 2
2 100 % Ethanol 1 3
3 96 % Ethanol 1 2
4 70 % Ethanol 1 1
5 ddH2O 5 1
Zur Entparaffinisierung und Rehydrierung im Vorfeld der jeweiligen histochemischen oder im-
munhistochemischen Fa¨rbungen (Kap. 3.3.2) wurden die Pra¨paratschnitte auf ihren Objekttra¨gern
wie in Tab. 12 beschrieben gewaschen.
Paraformaldehyd-Fixierung und Kryokonservierung
Fu¨r die Durchfu¨hrung von immunhistochemischen Fa¨rbungen von Ptx3 wurden manche Proben mit
einem anderen Verfahren konserviert, welches verglichen mit der Formalin-Fixierung und Paraffin-
einbettung die zu markierenden Epitope des Proteins besser erha¨lt. Hierzu wurden die Nierenpole
der Reihe nach fu¨r 2 h in 4 % Paraformaldehyd (PFA), fu¨r 2h in 15 % Saccharose und schließlich
u¨ber Nacht in 30 % Saccharose eingelegt. Bis zur Herstellung der Gefriefschnitte an einem Leica
CM3000 Kryostat wurden die Proben trocken bei -80 ◦C gelagert.
3.3.2 Histochemische und immunhistochemische Fa¨rbungen
Alle Objekttra¨ger wurden am Ende der jeweiligen unten beschriebenen Fa¨rbungen mit VectaMountTM
eingedeckelt. Paraffin-eingebettete Schnitte wurden bei Raumtemperatur, Gefrierschnitte bei 4 ◦C
gelagert. Aller weiter unten beschriebenen immunhistochemischen Fa¨rbungen erfolgten nach dem in
Abbildung 13 beschriebenen Verfahren.
Periodsa¨ure-Schiff-Reaktion (PAS)
Die entparaffinierten und rehydrierten Pra¨parate wurden mit 0,5 %iger Periodsa¨ure fu¨r 5 min bedeckt,
mit ddH2O gewaschen und fu¨r weitere 5 min mit Schiffschem Reagenz inkubiert. Dabei oxidierte die
Periodsa¨ure Glykogen- zu benachbarten Aldehydgruppen, welche wiederum mit der Fuchsinschwe-
feligen Sa¨ure im Schiffschen Reagenz reagierten und eine magentarote Farbe ausbildeten. Es folg-
ten 3 Waschschritte fu¨r jeweils 2 min in 37 ◦C warmen Wasser. Als Gegenfa¨rbung zur Darstellung
der Zellkerne wurden die Schnitte fu¨r 2 min mit der ha¨matoxylinhaltigen Farblo¨sungen nach Mayer
inkubiert und anschließend fu¨r 5 min mit Wasser gewaschen.
Kalziumoxalat-Fa¨rbung nach Pizzolato
Die Pra¨senz von Kalziumoxalat-Kristallen (CaOx-Kristallen) in Nierengewebe wurde durch Fa¨llung
von CaOx mit Silber(I)-nitrat zu Silberoxalat nachgewiesen [206].
Dazu wurden die entparaffinierten und rehydrierten Pra¨parate fu¨r 1 h mit einer Fa¨rbelo¨sung aus
5 % Silber(I)-nitrat und 30 % Wasserstoffperoxid bedeckt und mit einer 60 W Glu¨hbirne in ca. 15 cm
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Abbildung 13: Funktionsweise der immunhistochemischen Fa¨rbestrategie. Nach Blockierung endogener
Peroxidasen, Antigendemaskierung und Blockierung endogener Biotinbindungsstellen (A) waren die Pra¨parate
fertig zur antigenspezifischen Markierung mit dem entsprechenden prima¨ren Antiko¨rper (B). Der prima¨re An-
tiko¨rper wurde im Folgenden mit einem sekunda¨ren, biotinylierten Antiko¨rper markiert (C). Die Biotinbindungs-
stellen des sekunda¨ren Antiko¨rpers wurde mit Streptavidin-gebundener Meerrettichperoxidase (HRP) ab-
gesa¨ttigt (D). Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid vermittelt HRP die Umwandlung von 3,3’-Diaminobenzidin
zu einem durchlichtmikroskopisch detektierbaren Farbstoff (E).
Abstand erwa¨rmt. Nach gru¨ndlichem Abwaschen der Probe mit ddH2O wurde das restliche Gewebe
um die schwarz erscheinenden Silberoxalat-Ausfa¨llungen mit Kernechtrot (Nuclear Fast Red) fu¨r 5
min gegen-gefa¨rbt und danach mit ddH2O gespu¨lt. Der Schnitt wurde jeweils fu¨r zweimal 10 s erst
mit 95 %-igem, dann mit 100 %-igem Ethanol und schließlich mit Xylol entwa¨ssert.
Fa¨rbung von Adgre1, Ly6b, Acta2 und proximalen Tubuluszellen
Immunhistochemische Fa¨rbungen wurden eingesetzt um Makrophagen (Adgre1), neutrophile Gra-
nulozyte (Ly6b) und Myofibroblasten (Acta2) in entparaffinierten und rehydrierten Nierenschnitten
nachzuweisen. Die Identifizierung von differenzierten proximalen Tubuluszellen geschah durch den
Einsatz von Lotus Tetragonolobus Lektin (LTL), welches an Zuckerseitenketten von Glykoproteinen
und - lipiden auf der Oberfla¨che der Zellen bindet (Bu¨rstensaum). Das im Folgenden beschriebene
Protokoll gilt fu¨r alle vier Fa¨rbungen. Lediglich die Angaben in Tab. 13, die den Einsatz des jeweiligen
prima¨ren Antiko¨rpers/ LTL betreffen, a¨ndern sich je nach Fa¨rbung.
Zur Blockierung endogener Peroxidasen wurden die entparaffinierten und rehydrierten Pra¨parate
fu¨r 20 min im Dunklen bei RT in einer Lo¨sung aus 20 ml 30 %igem Wasserstoffperoxid und 80 ml
Methanol inkubiert und im Anschluss zweimal fu¨r 5 min in PBS gewaschen.
Fu¨r die Antigendemaskierung von Adgre1 wurde 200 ml Salzsa¨ure bei pH 0,9 in einer Mikro-
welle zum Kochen gebracht. Die Pra¨parate wurden in die Salzsa¨ure gelegt, fu¨r 10 min bei 1 bar
autoklaviert, 45 min zum Abku¨hlen stehen gelassen und zweimal fu¨r 5 min in PBS gewaschen.
Fu¨r die Antigendemaskierung von Ly6b und Acta2 wurden 3 ml Antigen Unmasking Solution
(H-3300, Vector Laboratories) mit 297 ml ddH2O in der Mikrowelle zum Kochen gebracht. Im An-
schluss wurden die Pra¨parate in die Antigen Unmasking Solution getaucht und bei 1 bar fu¨r 20 min
autoklaviert. Nach ausreichender Abku¨hlung wurden die Schnitte mit PBS gewaschen.
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Fu¨r die Darstellung der Zuckerketten im Bu¨rstensaum der proximalen Tubuluszellen durch LTL
wurden die Pra¨parate fu¨r 10 min bei RT mit 50 µg/ml Proteinase K inkubiert und im Anschluss zwei-
mal fu¨r 5 min in PBS gewaschen.
Endogenes Biotin in den Proben wurde durch Inkubation fu¨r 15 min einem Tropfen Avidin blo-
ckiert. Nach kurzem Waschen in PBS wurden freie Biotin-Bindungsstellen an dem gebundenen Avi-
din durch Zugabe von einem Tropfen Biotin abgesa¨ttigt (Avidin/Biotin Blocking Kit, SP-2001, Vector
Laboratories). Das Pra¨parat wurde abschließend zweimal fu¨r 5 min in PBS gewaschen und je nach
durchzufu¨hrender Markierung nach den Angaben in Tab. 13 behandelt.
Tabelle 13: Immunmarkierungsprotokoll fu¨r Adgre1, Ly6b und Acta2.
Antigen Solvent Verdu¨nnung Inkubationsdauer Temperatur
Adgre1 10%ige Magermilch 1:100 u¨ber Nacht 4◦C
Ly6b 10%ige Magermilch 1:400 u¨ber Nacht 4◦C
sek Hase anti-Ratte IgG 10%ige Magermilch 1:300 30 min RT
Acta2 10%ige Magermilch 1:300 u¨ber Nacht 4◦C
sek Ziege anti-Maus IgG2a 10%ige Magermilch 1:300 30 min RT
LTL PBS 1:250 1 h RT
Am Ende der Inkubation wurde das Pra¨parat zweimal fu¨r 5 min in PBS gewaschen. Zur Einfu¨h-
rung einer antiko¨rperspezifischen Avidin-Bindungsstelle wurde das Pra¨parat mit einem entsprechen-
den sekunda¨ren biotinylierten Antiko¨rper, der den Fc-Abschnitt des prima¨ren Antiko¨rpers erkennt,
in einer 300fachen Verdu¨nnung in Milch fu¨r 30 min aufgetragen. U¨berschu¨ssiger Antiko¨rper wurde
durch zweimaliges Waschen in PBS fu¨r je 5 min entfernt.
Fu¨r die Konjugation der Meerrettichperoxidase H mit dem biotinylierten Antiko¨rper wurde das
VECTASTAIN R© Elite R© ABC-HRP Kit (PK-6100, Vector Laboratories) gema¨ß den Herstellerangaben
verwendet. Dazu wurden pro Pra¨parat je 15 µl Reagenz A und Reagenz B mit 1 ml PBS vermischt
und der Schnitt fu¨r 30 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. U¨berschu¨ssiges Reagenz
wurde durch 5 min Waschen in PBS und anschließend in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
entfernt.
Um die immunhistochemisch markierten Epitope fu¨r die Durchlichtmikroskopie sichtbar zu ma-
chen, wurden Wasserstoffperoxid (H2O2) und 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) eingesetzt. Dazu wurden
zu 200 ml 37 ◦C warmem TRIS 4 ml DAB-Arbeitslo¨sung und 1 ml 8 %iges Nickelchlorid (zur Stabilisie-
rung und Intensivierung der Fa¨rbung von braun zu schwarz) hinzugegeben. Kurz vor der Inkubation
des Pra¨parates mit der Lo¨sung wurden 500 µl 3 %iges H2O2 hinzugegeben. Letzteres diente den
immunhistochemisch gebundenen Peroxidasen als Substrat. Die dabei frei werdenden Protonen re-
duzieren DAB, welches in dieser Form als braun-schwarzes Pra¨zipitat ausfa¨llt. Die Gegenfa¨rbung
des Schnittes erfolgte mit Methylgru¨n fu¨r 2 min. Im Anschluss wurde rasch erst mit 96 %igem, dann
mit 100 %igem Ethanol und schließlich mit Xylol entfa¨rbt.
Fa¨rbung von Ptx3
Fu¨r alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modelle blieben immunhistochemische Analysen fu¨r
Ptx3, die durch den Verfasser der Arbeit oder von Frau Janina Mandelbaum durchgefu¨hrt wurden,
erfolglos. Fa¨rbungen mit den kommerziell verfu¨gbaren Antiko¨rpern - sowohl mono- als auch poly-
klonale – an Paraffin-eingebetteten oder Gefrierschnitten ergaben lediglich unspezifische Fa¨rbungen
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(Tab. 14). Daher stand diese Methode fu¨r eine Untersuchung der Ptx3-Expression in den verschie-
denen Krankheitsmodellen im Haus nicht zur Verfu¨gung.
Tabelle 14: Immunmarkierungsprotokolle fu¨r Ptx3.
Protokoll AK Firma (Kat.-Nr.) Pra¨parat Verdu¨nnung Inkubation Temperatur
1
Prim. Enzo (ALX-210-365-C050)
Paraffin
1:50 72 h 4 ◦C
Sek. Linaris (ZRB1001) 1:300 30 min RT
2
Prim. Alpha (PTX31-A)
Paraffin
1:50 48 h 4 ◦C
Sek. Linaris (ZRB1001) 1:300 30 min RT
3
Prim. Hycult (HM1130)
Kryo
1:50 1 h 4 ◦C
Sek. Biolegend (406603) 1:300 30 min RT
Schlussendlich war es mo¨glich, einige Fa¨rbungen durch Herrn Fabio Pasqualini im Labor von
Alberto Mantovani und Cecilia Garlanda durchfu¨hren zu lassen. Hierzu wurden paraformaldehyd-
fixierte und kryokonservierte Nierenschnitte auf 8 µm Dicke geschnitten und auf SuperFrost Objekt-
tra¨gern erneut fu¨r 15 min mit 4 % PFA fixiert. Die Blockierung endogener Peroxidasen erfolgte durch
Inkubation mit 3 %-igem H2O2 fu¨r 5 min, unspezifische Bindungsstellen wurden durch 30-minu¨tige
Exposition mit einer 2 %-igen BSA-Lo¨sung abgesa¨ttigt. Die Schnitte wurden fu¨r 1 h mit 5 mg/ml des
polyklonalen Hase anti-rhPTX3 Antiko¨rpers von Enzo Life Sciences Inc. (ALX-210-365-C050) inku-
biert und danach gru¨ndlich mit PBS gewaschen. Die Konjugation des prima¨ren Antiko¨rpers mit einer
Meerrettichperoxidase erfolgte nicht mittels einer Biotin-Avidin-Bindung, wie in den oben beschriebe-
nen Protokollen, sondern mittels der MACH1 Universal HRP Polymer Technik (M1U539 L10, Biocare
Medical) nach Angaben des Herstellers. Die Peroxidase-haltige Lo¨sung wurde fu¨r 30 min auf die
Schnitte aufgetragen und danach mit PBS abgewaschen. Die markierten Epitope wurden analog zu
dem weiter oben beschriebenen Verfahren mit H2O2 und DAB sichtbar gemacht. Zur Gegenfa¨rbung
der Schnitte wurde ha¨matoxylinhaltige Farblo¨sung verwendet.
Die in dieser Arbeit gezeigten und ausgewerteten Ptx3-gefa¨rbten kryokonservierten Nieren-
schnitte stammen von Herrn Pasqualini. Im Nachgang wurde das entsprechende Protokoll in der AG
Anders etabliert und fu¨r andere, in dieser Arbeit nicht gezeigte Experimente erfolgreich angewandt.
3.3.3 Histolopathologische Befundung
Auswertung der PAS-Fa¨rbungen
Die Scha¨digung der Nieren durch in verwendeten Krankheitsmodellen wurde an Hand von PAS-
Schnitten abgescha¨tzt. Dabei wurden pro befundeter Niere mindestens 10 lichtmikroskopische Auf-
nahmen in 200-facher Vergro¨ßerung gemacht. Diese wurden in ImageJ mit einem Raster u¨berlagert,
dessen Einzelzellen 5 % der Bildfla¨che ausmachten. Im Folgenden konnte dadurch der jeweilige
Fla¨chenanteil von zellula¨ren Nekrosen, proximalen Tubulsabschnitte ohne intakten Bu¨rstensaum,
Castformationen, tubula¨ren Dilatation und interstitiellen Infiltraten in 5%-Schritten gescha¨tzt und je
nach Fragestellung einzeln oder summiert als Ergebnis dargestellt werden.
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Auswertung aller anderen Fa¨rbungen
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Fa¨rbungen, denen eine DAB-basierte Kenntlichmachung
der immunmarkierten Epitope zu Grunde lag, sowie die CaOx-Fa¨rbung nach Pizzolato konnten
semi-quantitativ ausgewertet werden. Dazu wurden durchlichtmikroskopische Aufnahmen (je nach
Fa¨rbung in unterschiedlicher Vergro¨ßerung) angefertigt und nach dem in Abb. 14 dargestellten Pro-
zedere mit der Bildbearbeitungssoftware GIMP (GNU Image Manipulation Program) verarbeitet.
Abbildung 14: Semi-quantitative Auswertung immunhistochemischer Fa¨rbungen. (A) durchlichtmikro-
skopischen Originalaufnahmen wurden mit Gimp wie folgt verarbeitet: (B) Die Aufnahmen wurden entsa¨ttigt,
sodass ein Graustufe-Bild entstand. (C) Die abgebildete Parenchymfla¨che wurde frei Hand ausgeschnitten
und der Rest des Bildes wurde verworfen. (D) Das Bild wurde von 255 auf 3 Grauwerte reduziert (Weiß-Grau-
Schwarz), sodass die dunklen Stellen im Bild, die auf dem Schnitt einem hohen DAB-Umsatz entsprechen, im
Vergleich zum Originalbild fla¨chenma¨ßig korrekt erfasst werden. (E) Der Grau-Anteil des Bildes wird entfernt,
sodass ein reines Bina¨rbild entsteht. (F) Parallel zu den Schritten (D-E) wird das gesamte Nierenparenchym
schwarz eingefa¨rbt, sodass auch hier ein Bina¨rbild entsteht.
Am Ende entstanden aus jedem Originalbild zwei Bina¨rbilder. Die schwarzen Pixel des ersten
Bildes deckten sich mit den dunkel gefa¨rbten Stellen im Originalbild (Abb. 14E), wa¨hrend das andere
Bild die Parenchym-Referenzfla¨che in schwarz darstellte (Abb. 14F). Die Anzahl schwarzer Pixel
beider Bilder wurde mit Hilfe der Bildanalysesoftware ImageJ (Fiji) erfasst. Der Anteil positiv gefa¨rbter
Pixel an der aufgenommenen Gesamtfla¨che des Nierenschnittes konnte damit fu¨r die Darstellung der
Ergebnisse prozentual angegeben werden.
Abweichend zu der oben beschriebenen Methode wurde die CaOx-Kristalldeposition in den
Studien zur akuten Oxalatnephropathie nicht mit ImageJ, sondern mit einer anderen bereits etablier-
ten Methode quantifiziert [289,182]. Dazu wurden Werte wie folgt vergeben:
• 0: keine Kristalldeposition
• 1: Kristalle in der Papille
• 2: Kristalle in der Medulla
• 3: Kristalle im Kortex
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Wenn Kristalle in mehreren Nierenabschnitten zu finden waren, wurden die Einzelwerte zu
einem Gesamtscore aufsummiert.
3.4 Biochemische Methoden
Die im nachfolgenden beschriebenen biochemischen Analysen wurden stets in Triplikaten der zu
untersuchenden Probe durchgefu¨hrt.
3.4.1 Kreatinin-Bestimmung nach Jaffe´
Die Kreatininkonzentration in Blutplasma und Urin der Versuchstiere wurde nach der Jaffe´-Methode
bestimmt (Creatinine FS, DiaSys Diagnostic System GmBH). Unter stark alkalischen Bedingungen
bildet Pikrinsa¨ure mit Kreatinin orangerote Farbkomplexe, deren Absorptionsverhalten bei 492 nm
photometrisch gemessen werden kann.
Plasmaproben wurden unverdu¨nnt, Urinporben im Verha¨ltnis 1:9 mit ddH2O verdu¨nnt analy-
siert. Der mitgelieferte Kreatininstandard des Kits wurde in unterschiedlichen Volumina (5-20 µl)
eingesetzt um verschiedene Endkonzentrationen zu erhalten. Volumenunterschiede zwischen den
einzelnen Standards wurden mit ddH2O ausgeglichen. Jeweils 10 µl Probe wurde auf eine 96-Well-
Platte aufgetragen. Die Pikrinsa¨ure-haltigen Arbeitslo¨sung wurde nach Angaben des Herstellers aus
den Reagenzien R1 (4 Teile) und R2 (1 Teil) hergestellt und mit 200 µl pro Well eingesetzt. Die ers-
te Absorptionsmessung bei 492 nm Wellenla¨nge erfolgte nach 60 s Inkubation von Reagenz und
Probe, die zweite nach weiteren 120 s. Die gewonnen Absorptionsmesswerte beider Zeitpunkte wur-
den nach dem in Abb. 15A dargestellten Prinzip verrechnet. Anhand der mitgefu¨hrten Standardreihe
und der Erstellung einer linearen Regression zwischen den bekannten Standard-Konzentrationen
und den zugeho¨rigem Absorptionswerten konnte den unbekannten Proben ein Kreatinin-Messwert
in mg/dL zugewiesen werden.
3.4.2 BUN-Bestimmung
Der Harnstoffgehalt im Blutplasma der Versuchstiere wurde indirekt u¨ber eine doppelte enzymati-
sche Umwandlung unter Verwendung des Urea FS DiaSys Kits gemessen. Urease spaltet hierbei
den verfu¨gbaren Harnstoff in Ammoniumionen und Hydrogencarbonat. Die Ammoniumionen werden
von dem zweiten Enzym, Glutamatdehydrogenase, zur Aminierung von α-Ketoglutarat zu L-Glutamat
unter Verbrauch von NADP(H) verwendet. Die Abnahme von NADP(H) in der Probe ist proportional
zur Abnahme ihres Absorptionsmesswertes bei 340 nm und kann demnach absorptionsphotome-
trisch bestimmt werden.
Plasmaproben wurden unverdu¨nnt analysiert. Der mitgelieferte Harnstoffstandard des Kits wur-
de in unterschiedlichen Volumina (2-10 µl) eingesetzt um verschiedene Endkonzentrationen zu erhal-
ten. Volumenunterschiede zwischen den einzelnen Standards wurden mit ddH2O ausgeglichen. Je-
weils 2 µl Probe wurde auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Die Arbeitslo¨sung aus Urease, Glutamat-
dehydrogenase, α-Ketoglutarat und NADP(H) wurde nach Angaben des Herstellers aus den Reagen-
zien R1 (4 Teile) und R2 (1 Teil) hergestellt und mit 200 µl pro Well eingesetzt. Die erste Absorpti-
onsmessung bei 340 nm Wellenla¨nge erfolgte nach 60 s Inkubation von Reagenz und Probe, die
zweite nach weiteren 120 s. Die gewonnen Absorptionsmesswerte beider Zeitpunkte wurden nach
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dem in Abb. 15B dargestellten Prinzip verrechnet. Anhand der mitgefu¨hrten Standardreihe und der
Erstellung einer linearen Regression zwischen den bekannten Standrad-Konzentrationen und den
zugeho¨rigem Absorptionswerten konnte den unbekannten Proben ein Harnstoff-Messwert in mg/dL
zugewiesen werden.
Abbildung 15: Messverfahren fu¨r Kreatinin- und Stickstoff-Harnstoff-Bestimmung. (A) Die Rate der Aus-
bildung der Pikrinsa¨ure-Kreatinin-Farbkomplexe (T2-T1) ist direkt proportional zur Kreatininkonzentration der
gemessenen Lo¨sung. In der fru¨hen Phase der Reaktion (unter 60s) interferieren schnell reagierende Ketoazide
mit der Pikrinsa¨ure, weshalb die Rate im linearen Teil der Reaktion (T1-T2= 60-180 s) bestimmt wird, bevor die
Reaktion ihre Sa¨ttigung erreicht. Von der Differenz der Absorptionswerte zu beiden Zeitpunkten wurde der Hin-
tergrundwert der Reaktionslo¨sung (Blank) abgezogen um den endgu¨ltigen Messwert (y) zu erhalten. (B) Die
Abnahmerate von NADP(H) ist nach Angaben des Herstellers zwischen 60 s (T1) und 180 s (T2) nach Reak-
tionsbeginn proportional zur Harnstoffkonzentration der Probe. Der endgu¨ltige Messwert (y) wurde analog zu
(A) berechnet. Zur Abscha¨tzung des Blut-Stickstoff-Harnstoffes (BUN) wurde der gewonnene Harnstoff-Wert
(Urea) empirisch nach Angaben des Herstellers mit 0,467 multipliziert.
3.4.3 Kalzium-Bestimmung
Die quantitative Bestimmung von Kalziumionen im Urin von Versuchstieren (Kalzium Colorimetric
Assay, Sigma Aldrich) beruht auf der Bildung eines chromogenen Komplexes zwischen freien Kalzi-
umionen und o-Kresolphthalein. Die bei 575 nm gemessenen Absorptionswerte dieses Komplexes
verhalten sich proportional zu der Kalziumionenkonzentration im Urin.
Gema¨ß den Angaben des Hestellers wurden jeweils 20 µl angesa¨uerten Urins oder 0-20 µl
des 5 mM Kalziumstandards in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit ddH2O auf 50 µl aufgefu¨llt. Im
Folgenden wurden erst 90 µl der o-Kresolphthalein-haltigen Lo¨sung dann 60 µl des zugeho¨rigen
Puffers dazugegeben und jeweils vorsichtig durchgemischt. Nach 10 min Inkubation im Dunklen bei
Raumtemperatur wurde die Absorption bei 575 nm im Photometer gemessen. Aus den Absorpti-
onswerten des Kalziumionenstandards und dessen bekannten Konzentrationen wurden eine lineare
Standardkurve abgeleitet und die gemessenen Absorptionswerte der Urinproben u¨ber die Regressi-
onsgleichung den entsprechenden Konzentrationen zugeordnet.
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3.4.4 Oxalat-Bestimmung
Der Oxalsa¨ure-Gehalt in angesa¨uertem Urin wurde mit Hilfe einer gekoppelten Enzymreaktion mit
Hilfe eines Oxalic Acid Colorimetric Assay Kit von LTA S.r.l. (CC02410) bestimmt. Die enzymatischen
Reaktion wurden vom Hersteller nicht weiter spezifiziert, basiert aber vermutlich auf der Katalyse
von Oxalsa¨ure zu Kohlenstoffdioxid und Wasserstoffperoxid durch Oxalatoxidase [228] und die an-
schließende Oxidation eines organischen Farbstoffes durch eine Peroxidase, die Wasserstoffperoxid
als Oxidationsmittel verwendet. Die oxidierte Form des Farbstoffes, bzw. der bei der Oxidation fest-
zustellende Farbumschlag, kann absorptionsphotometrisch gemessen werden.
Nach Angaben des Herstellers wurden 5 µl der Probe, bzw. des mitgelieferten Standards auf
eine 96-Well-Platte aufgetragen und zuna¨chst mit 100 µl einer 1:1 Mischung der Reagenzien 1 und 2
behandelt. Anschließend wurden 10 µl von Reagenz 3 je Well dazugegeben und die Absorption der
resultierenden Lo¨sungen nach 10 min Inkubation bei RT bei 590 nm gemessen. Die Umrechnung
der Absorptionswerte in mM Oxalsa¨ure erfolgte nach der vorgegebenen Formel:
Oxalsa¨ure[mM] =
AbsorptionProbe
AbsorptionStandard
∗ 0, 5
Parallel wurde der Kreatiningehalt der jeweiligen Urinprobe wie in Kap. 3.4.1 beschrieben be-
stimmt. Die Normalisierung vom Oxalsa¨ure- auf den Kreatiningehalt je Probe (mM Oxalsa¨ure/mg
Kreatinin) korrigierte fu¨r Unterschiede im Wassergehalt und damit etwaige Verdu¨nnungsartefakte
zwischen den Proben.
3.4.5 Bradford-Test zur quantitativen Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Der Bradford-Test macht sich zu Nutze, dass der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blue G-250 unter sau-
ren Bedingungen mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen einen stabilen Sulfonat-
Komplex bildet, der - im Gegensatz zur ungebundenen Form des Farbstoffes - sein Absorptionsma-
ximum bei 590 nm hat [55].
Bei den Proben, deren Proteingehalt bestimmt werden sollten, handelte es sich um Urinproben
(siehe Kap. 3.1.10), die bis zur Durchfu¨hrung des Bradford-Tests bei -80 ◦C lagerten. Es wurden
jeweils 10 µl der unverdu¨nnten und der im Verha¨ltnis 1:9 verdu¨nnten Probe in Duplikaten, sowie
eine BSA-Verdu¨nnungsreihe (0-10 µg BSA) in Tripletten auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Nach
Zugabe von 200 µl des 1:4 verdu¨nnten Bradford-Reagenz (AdcancedTM Protein Assay Reagent 5X
Concentrate, Cytoskeleton Inc.) und nach 10 min Inkubation im Dunklen bei Raumtemperatur wurde
die Absorption bei 590 nm im Photometer gemessen.
An Hand der BSA-Standardreihe konnte den Absorptionswerten der gemessenen Proben eine
definitive Konzentration zugewiesen werden. Anschließend wurde jede Probe mit ddH2O so verdu¨nnt,
dass die Gesamtproteinkonzentration bei 1,95 mg/ml lag. Um die Proteine zu denaturieren wurden
25 µl reduzierender Probenpuffer (PierceTM Lane Marker Reducing Sample Buffer, Thermo Fisher
Scientific) zu 75 µl Probe gegeben, gevortext und bei 95 ◦C fu¨r 5 min im Thermomix inkubiert. Der
verwendete Probenpuffer erfu¨llt laut Herstellerangaben die Funktion eines Puffers nach Laemmli. Die
so pra¨parierten Proben hatten eine Proteingesamtkonzentration von 2,6 mg/ml, sodass 20 µl Probe
40 µg Protein entsprachen. Nachdem die Proben fu¨r ca. 15 min bei Raumtemperatur abgeku¨hlt
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wurden, konnten sie entweder gleich in der SDS-PAGE (Kap. 3.4.6) weiterverarbeitet oder bei -20 ◦C
gelagert werden.
3.4.6 SDS-PAGE
Zur Auftrennung der denaturierten Urinproben (siehe Kap. 3.4.5) gema¨ß der Moleku¨lmassen der Ein-
zelbestandteile wurde eine diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli durch-
gefu¨hrt [145]. Zur Herstellung der Gele und Durchfu¨hrung der Gelelektrophorese wurde das Mini-
PROTEAN R©Tetra System (Bio-Rad Laboratories GmbH) verwendet. Zwei rechteckige, deckungs-
gleiche Glasplatten mit jeweils einem 1,5 cm dicken Abstandshalter links und rechts wurden so in die
zugeho¨rige Gel-Apparatur eingeklemmt, dass sie unten und an den beiden Seiten dicht abschlossen.
Nach den Spezifikationen in Kap. 2.4.2 wurde zuna¨chst das Trenngel angesetzt und blasenfrei in die
zusammengebaute Gussform eingefu¨llt und mit ddH2O bedeckt. Nach 30 min war die radikalische
Polymerisation abgeschlossen und das u¨berschu¨ssige Wasser wurde entfernt. Nach Ansetzten des
Sammelgels wurde dieses ebenfalls blasenfrei auf das bereits feste Trenngel gegossen. Durch Ein-
setzten eines 1,5 cm dicken Kammes am oberen Ende der Gussform wurden Taschen geschaffen,
in die spa¨ter die Proben geladen werden konnten.
Nach 20 min wurde der Kamm aus dem nun festen Sammelgel entfernt, das Bodenteil der
Gel-Apparatur geo¨ffnet und im Ganzen in die Mini-PROTEAN R©Tetra System Elektrophoresekammer
gestellt. Die Kammer wurde so mit Laufpuffer gefu¨llt, dass das Gel von allen Seiten direkten Kontakt
zum Puffer hat. Die wie in Kap. 3.4.5 beschrieben aufbereiteten Proben wurden mit je 40 µl in die
Probentaschen geladen. Zudem wurde in eine Tasche MagicMark
TM
XP Western Protein-Standrad
gegeben (LC5602, Invitrogen Ltd.) um im anschließenden Western Blot eine Identifizierung des im-
munmarkierten Proteins nach dessen Gro¨ße zu ermo¨glichen.
Die Elektrophorese wurde mit 100V (bei 24 mA) gestartet. Nachdem die Proben das Sammel-
gel verlassen und in das Trenngel u¨bergewandert waren, wurde die Spannung auf 150 V erho¨ht.
Die Elektrophorese wurde beendet sobald der Farbanteil des Probenpuffers das Ende des Trenngels
erreicht hatte. Die daran direkt anschließenden Schritte werden in Kap. 3.5.3 beschrieben.
3.5 Immunologische Methoden
3.5.1 Durchflusszytometrie
Die Methode der Durchflusszytometrie wurde zur pra¨zisen Bestimmung der Zusammensetzung der
intrarenalen Immunzellpopulationen unter den verschiedenen in der vorliegenden Arbeit thematisier-
ten pathophysiologischen Bedingungen angewandt. Die zu diesem Zweck verwendeten Fluorochrom-
markierten, monoklonalen Antiko¨rper sind in Tab. 15 aufgefu¨hrt. Alle Analysen wurden mit Hilfe eines
FACSCanto (BD Biosciences) durchgefu¨hrt.
Probenaufbereitung
Falls nicht anders spezifiziert wurden alle Prozeduren der Probenaufbereitung bei 4 ◦C oder auf Eis
und unter Verwendung 4 ◦C kalter Reagenzien und Lo¨sungen durchgefu¨hrt.
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Nach Entnahme der Nieren wurde jedes Organ einzeln in 2 ml eines Verdauungspuffers - be-
stehend aus 8 mg Kollagenase und 2000 U DNase I in 2 ml PBS - aufgenommen und mit Hilfe des
Kolbens einer 2 ml Spritze vorsichtig klein gerieben. Die grobe Suspension wurde anschließend fu¨r
40 min bei 37 ◦C inkubiert. Um schlussendlich eine Einzelzellsuspension herzustellen, wurde das
Gemisch mit einer 2 ml Spritze aufgenommen und erst drei mal durch eine 20G und dann drei mal
durch eine 25G dicke Nadel gedru¨ckt. Die so homogenisierte Suspension wurde durch einen Filter
mit 70 µm Maschenweite in ein 15 ml Falcon passagiert und auf ein Gesamtvolumen von 10 ml mit
PBS aufgefu¨llt.
Nach einer Zentrifugation bei 400 g fu¨r 5 min wurde der U¨berstand dekantiert und in 5 ml
Nykodenz-Lo¨sung (Kap. 2.5.1) resuspendiert. Auf diese Suspension wurden vorsichtig 2 ml FBS
pipettiert, sodass eine klare Phasengrenze zwischen beiden Lo¨sungen erhalten blieb. Nach einer
Zentrifugation bei 520 g fu¨r 20 min ohne Bremse war ein gut abgrenzbarer Leukozytenfilm zwischen
der Nykodenz- und der FBS-Phase entstanden. Dieser wurde in ein neues 15 ml Falcon u¨berfu¨hrt, auf
10 ml mit PBS aufgefu¨llt und bei 300 g fu¨r 5 min zentrifugiert. Der Großteil der Nierenparenychmzellen
verblieb auf diese Weise als Pellet am Boden des Nykodenz-Falcons.
Nach dem Dekantieren des U¨berstandes wurde die Zellsuspension - je nach Gro¨ße des Zell-
pellets - in 0,5 bis 1 ml PBS resuspendiert und gleichma¨ßig auf 5 ml Polystyren-Falcon-Tubes auf-
geteilt. Die Zahl beno¨tigter Tubes variierte je nach gewa¨hltem Fa¨rbungsprotokoll, bestand aber fu¨r
gewo¨hnlich aus folgenden Tubes:
(1) Unmarkiert: keine Zugabe von Antiko¨rpern zur Feststellung der Autoflureszenz der Zellen bzw.
Hintergrundrauschen der Messung
(2) Zellza¨hlung: Zugabe von counting beads zur Feststellung der genauen Anzahl erfasster Zellen
(3) 1-2 Fa¨rbungen: Zugabe von bis zu 7 Antiko¨rpern pro Tube zur Charakterisierung und Differen-
zierung der intrarenalen Leukozytenpopulationen
Die Zellen, die im Folgenden mit Fluorochrom-markierten Antiko¨rpern gefa¨rbt werden sollten,
wurden nun zuna¨chst fu¨r 10 min mit einem Zombie-Farbstoff zur spa¨teren Diskriminierung zwischen
lebenden und toten Zellen inkubiert. Die Fa¨rbung erfolgte gema¨ß der Angaben des Herstellers (Zom-
bie NIRTM Fixable Viability Kit, BioLegend, Inc.). Nach Ende der Inkubation wurden alle Tubes (auch
’Unmarkiert’ und ’Zellza¨hlung’) mit 2 ml FACS-Puffer (5g BSA und 0,5g Natriumazid auf 500 ml PBS)
aufgefu¨llt und bei 300g fu¨r 5 min zentrifugiert. Nach Dekantieren des U¨berstandes wurde das Zellpel-
let in 2 ml FACS-Puffer resuspendiert. Erneut wurden nur die Zellen in den Fa¨rbungs-Tubes mit einem
Fc-Rezeptor-Block (anti-CD16/CD32) gema¨ß den Angaben des Herstellers fu¨r 10 min inkubiert. Die-
ser Schritt diente dazu, unspezifische Bindungen der jeweiligen Antiko¨rper an Fc-Rezeptoren auf
den Zielzellen zu reduzieren. Danach wurden die gewu¨nschten Antiko¨rper (Kap. 2.5.1), die zuvor
in Form eines Mastermixes zusammengestellt wurden, zu den jeweiligen Zellen pipettiert und fu¨r
40 min inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewa-
schen und bei 400 g fu¨r 5 min zentrifugiert. Der U¨berstand wurde dekantiert und die Tubes mit der
O¨ffnung nach unten vorsichtig auf mehrere Lagen Zellstoff geklopft um mo¨glichst alle ungebunde-
nen Fluorochrom-gelabelten Antiko¨rper zu entfernen. Die Tubes ’Unmarkiert’ und ’Fa¨rbung’ wurden
in 300 µl FACS-Puffer resuspendiert. Das Tube ’Za¨hlung’ wurde in 100 µl resuspendiert und ent-
sprechend den Vorgaben des Herstellers kurz vor der Messung mit demselben Volumen AccuCheck
Counting Beads (Life Technologies Corporation) versehen.
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Die verwendeten Kombinationen aus Antiko¨rpern variierte je nach Bedarf der zu differenzieren-
den Zellpopulationen (Tab. 15). Die Benutzung eines FACSCanto ermo¨glichte es unter Umsta¨nden
auch unterschiedliche Populationen mit einer einzelnen Fa¨rbungskombination darzustellen, da neben
der Lebend-Tot-Differenzierung mit dem APC-CyTM7-markierten Zombie-Farbstoff weitere 7 Fluoro-
chrome in einer Probe voneinander unterschieden werden konnten (FITC, PE, PE-CyTM5, PE-CyTM7,
APC, V450, BV510). Damit ließen sich alle in Tab. 15 aufgefu¨hrten Zellpopulationen mit den in Kap.
2.5.1 aufgelisteten Fluorochrom-gelabelten Antiko¨rpern effizient voneinander unterscheiden.
Alle Proben wurden unmittelbar nach Beendigung der Aufbereitung gemessen.
Tabelle 15: Fa¨rbestrategien zur Differenzierung intrarenaler Leukozytenpopulationen.
Zellpopulation
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Leukozyten +
(Neutrophile) Granulozyten + + + -
Nicht-Granulozyten + + -
Dendritische Zellen (DCs) + + - - +
CD103+ DCs + - + + +
CD103- DCs + - + + -
Infiltrierende Monozyten + + - - +
Makrophagen + + - +
M1-Makrophagen + + - + + + -
M2-Makrophagen + + - + + + +
Kompensation
Um eine saubere Trennung der Signale aller Fluorochrome in jeder Probe voneinander zu errei-
chen, wurde vor jeder Messung eine Kompensationsmatrix erstellt. Diese Prozedur diente dazu, den
spektralen Spillover jedes einzelnen verwendeten Fluorochromes in jeden der detektierbaren Kana¨le
spezifischer Wellenla¨nge zu detektieren und dafu¨r zu korrigieren, sodass am Ende eine zweifels-
freie Zuordnung des Emissionssignales eines jeden Fluorochromes zu dem tatsa¨chlich assoziierten
Antiko¨rper mo¨glich war.
Zu diesem Zweck wurden Kompensations-Beads verwendet, die gema¨ß den Angaben des Her-
stellers (AbCTM Anti-Rat/Hamster Bead Kit, Thermo Fisher Scientific Inc.) angesetzt und mit den
entsprechenden Fluorochrom-markierten Antiko¨rpern markiert wurden. In Ku¨rze: In einem FACS-
Tube wurden ein Tropfen Positiv-Beads mit 100 µl FACS-Puffer und jeweils einem der Fluorochrom-
markierten Antiko¨rper fu¨r 10 min bei 4 ◦C inkubiert. Ebenso wurde hier eine Negativkontrolle ange-
setzt, zu der kein Antiko¨rper gegeben wurde (unmarkiert). Nach Zugabe von 2 ml FACS-Puffer und
einer Zentrifugation bei 300 g fu¨r 5 min wurde der U¨berstand dekantiert, und die Tubes - wie bereits
oben beschrieben - trocken geklopft. Zu den markierten/ unmarkierten Beads wurden nun jeweils ein
Tropfen Negativ-Beads gegeben und der vorangegangene Schritt aus Inkubation, Zugabe von FACS-
Puffer, Zentrifugation und Dekantieren wurde wiederholt. Die trockenen Bead-Pellets wurden in 500
µl FACS-Puffer resuspendiert und konnten bei Lagerung bei 4 ◦C bis zu einem Monat verwendet
werden.
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Um fu¨r das Fluoreszenzsignal des Zombie-Farbstoffes zu kompensieren, konnten keine Beads
verwendet werden, da diese nur Antiko¨rper effizient binden, nicht aber die Fluorochrome an sich. Zu
diesem Zweck wurden fu¨r jede Messung einige wenige Zellen aus dem Gesamtisolat entnommen
und fu¨r eine Einzelfa¨rbung mit Zombie NIRTM verwendet.
Am FACSCanto wurden die Fluorochrom-markierten Bead-Mischungen einzeln gemessen und
die Intensita¨t der jeweiligen Laser wurde so angepasst, dass die Intensita¨t des entsprechende Emis-
sionssignales der Fluorochrome mitten im detektierbaren Bereich des zugeho¨rigen Detektionskanals
liegt und darin eine gute Abgrenzung von markierten (positiv) und unmarkierten (negativ) Beads
gewa¨hrleistet ist. Ebenso wurde mit den Zombie-markierten Zellen verfahren. Die Negativkontrolle
diente hierbei dazu zu u¨berpru¨fen, ob die Markierung der Beads zuverla¨ssig funktioniert hat.
Mit Hilfe der FACSDIVATM Software wurde basierend auf den aufgenommenen Signalen jedes
einzelnen Fluorochromes in jedem der 8 zur Verfu¨gung stehenden Detektionskana¨len eine symme-
trische Matrix angelegt, die fu¨r jeden Farbstoff die spektrale U¨berlappung vom Ziel-Detektionskanal
in jeden anderen Kanal benannte. Die Software berechnete die notwendige Kompensation fu¨r je-
de Farbstoff-Kanal-Kombination (Angabe in Prozent) und so fern nirgendwo eine U¨berkompensation
vorlag konnte die Kompensationsmatrix als solche u¨bernommen und fu¨r die anstehende Messung
verwendet werden.
Aufnahme
Zu Beginn wurden die unmarkierten Aliquote jeder Probe gemessen. Trotz des Anreicherungsschrit-
tes mit Nykodenz verblieb zumeist einige Nierenparenchymzellen in den Proben zuru¨ck, von dem eine
deutliche Autofluoreszenz ausging, welche das Fluoreszenzsignal der Antiko¨rper maskieren konnte.
Bei starker Autofluoreszenz wurden die Laserintensita¨ten nach unten korrigiert und die Kompensati-
onsaufnahmen und Matrixberechnungen wiederholt.
An Hand der unmarkierten Aliquote wurde auch die Sensitivita¨t der Detektoren fu¨r Vorwa¨rts-
und Seitwa¨rts-Streulicht adjustiert (forward scatter, FSC, und sideward scatter, SSC), sodass in der
Analyse die detektierten Zellen auch hinsichtlich ihrer Gro¨ße und Granularita¨t optimal beurteilt wer-
den konnten.
Erst am Ende dieser Anpassungen wurden alle Aliquote mit markierten und unmarkierten Zel-
len aufgenommen. Dabei wurde mit Hilfe eines entsprechenden Gates darauf geachtet, dass min-
destens 100.000 Ereignisse aufgenommen wurden, deren FSC-SSC-Profil dem von Immunzellen
entspricht.
Zellza¨hlung
Fu¨r die Aufnahme der Counting Beads mussten die oben optimierten Einstellungen fu¨r den SSC neu
angepasst werden, da die Beads deutlich dichter (”granula¨rer”) sind als Zellen (Abb. 16A). Da die
Methode auf einem exakten Verha¨ltnis von Zellsuspension und Bead-Suspension von 1:1 und einer
homogenen Mischung beider Lo¨sungen beruht, musste nur sicher gestellt werden, dass eine ausrei-
chende Zahl von mindestens 10.000 Beads aufgenommen wurde. Eine schlu¨ssige Kontrolle fu¨r die
Homogenita¨t der Messung war das Verha¨ltnis von A-Beads zu B-Beads (Partikel unterschiedlicher
Dichte, die unterschiedlich schnell sedimentieren) in der Gesamtpopulation aufgenommener Beads
(Abb. 16B). Dieses sollten bei jeder Messung dem vom Hersteller angegebenen Proportionen ent-
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sprechen. Andernfalls war nicht von einer homogenen Zell-Bead-Suspension auszugehen und die
Ergebnisse wurden von weiteren Analysen als unzuverla¨ssig ausgeschlossen. Fu¨r die Berechnung
der Zellzahl nach dem Protokoll des Herstellers wurde lediglich die Anzahl aller Beads beno¨tigt.
Fu¨r die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit war vor allem die Gesamtzahl der jeweiligen Zell-
population, bzw. ihr entsprechender Anteil an der Gesamtnierenzellsuspension interessant. Dement-
sprechend finden sich im Ergebnisteil sowohl Graphen mit Angaben zur Gesamtzellzahl als auch
Prozentwerte. Die prozentuale Darstellung kam vor allem zum Einsatz, wenn mehrere unabha¨ngige
Experimente in einem Graph dargestellt werden sollten, die Unterschiede in den absolut gemesse-
nen Zellzahlen der gleichen Interventionsgruppe (z.B. Vehikel-Kontrolle) die relativen A¨nderungen
zwischen den Interventionsgruppen maskierten.
Abbildung 16: Gating-Strategie fu¨r Durchflusszytometriedaten zur Zellza¨hlung. (A) Beads und Zellen
wurden in einem FSC-SSC-Plot dargestellt und die jeweiligen Populationen zur weiteren Quantifizierung mit
entsprechenden Gates (beads und cells) definiert. (B) Die Events innerhalb des beads-Gates konnten hin-
sichtlich ihrer Fluoreszenzintensita¨t im PE-Kanal weiter zu Population A und B differenziert werden.
Auswertung
Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit FlowJo (v10.0.7, Tree Star, Inc.). Die wesentliche
Gating-Strategie zur Identifikation der Leukozyten ist in Abb. 17 dargestellt. Zuna¨chst wurde Zellde-
bris grob ausgeschlossen, indem im FSC-SSC-Plot die sichtbare Kernpopulation unter Ausschluss
der extrem kleinen und wenig granula¨ren bzw. großen und stark granula¨ren Zellen ausgewa¨hlt wur-
de (Abb. 17A). Im na¨chsten Schritt wurden diejenigen Zellen identifiziert, die den Zombie-Farbstoff
inkorporiert hatten (hohe Signalsta¨rke fu¨r APC-CyTM7), und von der weiteren Analyse ausgeschlos-
sen (Abb. 17B). Zuletzt konnten die CD45-positiven Zellen u¨ber den PE-CyTM5-markierten Antiko¨rper
identifiziert werden (Abb. 17C). Die weitere Differenzierung der verschiedenen Leukozyten-Subpopula-
tionen erfolgte analog zu der jeweiligen Fa¨rbestrategie (Tab. 15).
3.5.2 Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Die Detektion von rhPTX3 in Plasmaproben von adulten C57BL/6N Ma¨usen wurde mit einem Hu-
man Pentraxin 3/TSG-14 Quantikine ELISA Kit (DPTX30, R&D Systems) nach dem Prinzip eines
Sandwich-ELISAs (Abb. 18) durchgefu¨hrt. Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde dabei
nicht vera¨ndert.
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Abbildung 17: Gating-Strategie fu¨r Durchflusszytometriedaten zur Identifikation von Leukozyten. (A) Al-
le aufgenommenen Events wurden in einem FSC-SSC-Plot dargestellt. Nur auf Events, die sicherlich keinem
Zelldebris zuzuordnen waren, wurde ein Gate gelegt (non-debris). (B) Alle Events innerhalb des non-debris-
Gates wurden in einem APC-Cy7-SSC-Plot aufgespannt und nur die Zombie-Farbstoff negativen Events wur-
den wiederum durch ein Gate zusammengefasst (alive). (C) Alle Events innerhalb des alive-Gates wurden in
einem PE-CyTM5-SSC-Plot aufgespannt. Nur die eindeutig PE-CyTM5-positive Population ging in die weitere
Analyse ein.
Abbildung 18: Funktionsweise des verwendeten Sandwich-ELISA-Assays. Eine Streptavidin-gecoatete
Platte (A) immobilisiert einen monoklonalen anti-human PTX3 AK (B), welcher das in Plasma der Ma¨use ent-
haltene rhPTX3 erkennt und bindet (C). Ein zweiter monoklonaler anti-human PTX3 AK, der mit einer Meerret-
tichperoxidase konjugiert ist bindet an einem anderen Epitop von rhPTX3 (D) und vermittelt die Umwandlung
von TMB zu einem spektrophotometrisch detektierbaren Farbstoff (E).
In Ku¨rze: Eine Streptavidin-gecoatete 96-Well-Platte (Abb. 18A) wurde fu¨r 1 h bei RT mit einem
biotinylierten, monoklonalen Antiko¨rper (AK) gegen humanes PTX3 inkubiert (Abb. 18B). Danach
wurden die Wells aspiriert und viermal mit Waschpuffer gespu¨lt. Nach Vorlegen eines Probenpuffers
in jedes Well wurden Proben, Standard-Verdu¨nnungen und Wasserkontrollen hinzugegeben und fu¨r 2
h bei RT inkubiert. Das in den Proben enthaltene rhPTX3 wurde durch den immobilisierten biotinylier-
ten AK gebunden und die restliche ungebundene Probenmatrix durch einen weiteren Waschprozess
entfernt (Abb. 18C). Ein zweiter, ebenfalls monoklonaler anti-hPTX3 AK, der mit einer Meerrettichper-
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oxidase (HRP) konjugiert war, wurde zugegeben und fu¨r weitere 2 h bei RT inkubiert (Abb. 18D). Un-
gebundener Antiko¨rper wurde in einem Waschschritt entfernt und eine 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin-
Wasserstoffperoxidmischung (TMB) dazugegeben (Abb. 18E). Die Peroxidase katalysiert die Entste-
hung eines bla¨ulichen Farbstoffes. Die Reaktion wurde so lange laufen gelassen, bis die Einzelstan-
dards der pipettierte Standardreihe aus seriellen Verdu¨nnungen makroskopisch gut voneinander zu
unterscheiden waren. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 N Schwefelsa¨ure gestoppt und
die Absorption bei 450 nm im Spektrophotometer gemessen.
3.5.3 Western Blot
Das Polyacrylamidgel aus der vorangegangenen SDS-PAGE (siehe Kap. 3.4.6) wurde aus der Gel-
Apparatur entfernt und behutsam in Transferpuffer (siehe Kap. 2.4.2) gewaschen. Zeitgleich wurde
ein zu dem Gel gro¨ßengleiches Stu¨ck einer Polyvinylidenfluoridmembran (Immobilon R© -P Membran,
IPVH00010, Merck KGaA) in einem Methanolbad aktiviert und anschließend mit Transferpuffer gewa-
schen. Daraufhin wurden die Membran auf das Gel gelegt und beides wurde zwischen zwei Bu¨ndeln
aus gro¨ßengleichen und mit Transferpuffer gesa¨ttigten Whatmann-Papier (Grade 3MM Chr Cellulo-
se Chromatography Papers, 3030-917, GE Healthcare Life Sciences) gelegt. Etwaige Luftblasen und
u¨berschu¨ssiger Puffer wurden durch sanftes Ausrollen mit einer sterilen 10 ml Pipettenspitze entfernt.
Das fertige Bu¨ndel wurde in einen Semi-Dry-Blotter gespannt und die SDS-beladenen und nach ihrer
Gro¨ße aufgetrennten Proteine wurden per Elektrotransfer bei konstanten 10 V innerhalb einer Stun-
de vom Gel auf die PVDF-Membran u¨bertragen. Die Protein-beladene Membran wurde entweder in
PBS bei 4 ◦C im Dunklen gelagert oder direkt weiterverwendet.
Zur Reduktion unspezifischer Bindungen wurde der Blot fu¨r 2 h bei RT auf einem Wipptisch
in einem Blocking-Puffer aus Tris-buffered saline with Tween20 (TBST, siehe Kap. 2.5.3) und 5
% Magermilchpulver gewaschen. Danach wurde der Blot in einem 50 ml Falcon zusammen mit 3
ml Blocking-Puffer und 4,5 µl des prima¨ren anti-PTX3 Antiko¨rpers (Verdu¨nnung 1:666, Klon 2C3,
HM1130, Hycult Biotech Inc.) u¨ber Nacht bei 4 ◦C auf einem Tube Roller inkubiert. Der Blot wurde
aus dem Falcon entfernt und dreimal fu¨r 10 min in TBST auf einem Wipptisch gewaschen. Der se-
kunda¨re, HRP-markierte anti-IgG Antiko¨rper wurden in 10000-facher Verdu¨nnung in TBST fu¨r 1 h
zusammen mit dem Blot in einem 50 ml Falcon inkubiert und auf einem Tube Roller in Bewegung
gehalten. Nach einem weiteren dreimaligen Waschschritt in TBST auf dem Wipptisch wurde der Blot
entwickelt.
Zur Detektion des auf dem Blot immobilisierten und immunmarkierten Ptx3 wurde das Amers-
ham ECL
TM
Prime Western Blotting Detection Kit (RPN2232, GE Healthcare Life Sciences) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die beiden Kit-eigenen Reagenzien wurden 1:1 gemischt und
die Membran wurde fu¨r 1 min in der Lo¨sung inkubiert, danach vorsichtig trocken getupft, in Klarsicht-
folie gehu¨llt und zusammen mit einem gleichgroßen Stu¨ck Ro¨ntgenfilm (Film Amersham Hyperfilm
TM
ECL,28906837, GE Healthcare Life Sciences) fu¨r 15 min in eine Ro¨ntgenfilmkassette gelegt. Die
Fa¨rbelo¨sung besteht aus Luminol, welches durch die Meerrettichperoxidase des sekunda¨ren An-
tiko¨rpers zu molekularem Sticksstoff und 3-Aminophthalat-Dianion unter Emission von Photonen oxi-
diert wird. Das emittierte Licht wurde dabei auf dem Ro¨ntgenfilm festgehalten. Der Film wurde unter
Verwendung des Curix 60 Systems (AGFA) entwickelt.
Als Ladekontrolle fu¨r die SDS-PAGE kam eine weitere Fa¨rbung fu¨r z.B. beta-Aktin nicht in
Frage, da es sich bei dem Material um Urinproben handelte. Analog zur Strategie von Jaillon et al. [119]
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wurde der Blot mit unverdu¨nntem Ponceau S fu¨r 30 min auf einem Wipptisch eingefa¨rbt und im
Anschluss gru¨ndlich mit PBS abgewaschen, bis klare Baden erkennbar waren. Ponceau S bindet
reversibel an positiv geladene Aminogruppen und fa¨rbt demnach unspezifisch alle Proteine auf dem
Blot. Dazu za¨hlen auch α2-Mikroglobuline mit einer ungefa¨hren Gro¨ße von 20 kDa, die in hoher Zahl
im Urin vorhanden sind und daher als Ladekontrolle herangezogen wurden.
Um die Pra¨senz von Ptx3, bzw. α2-Mikroglobulinen auf den einzelnen Blots zu quantifizieren
wurden der Ro¨ntgenfilm, bzw. der Blot selbst eingescannt und die Badensta¨rken wurden mit ImageJ
densiometrisch ausgewertet.
3.6 Zellkultur Methoden
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich prima¨re murine proximale Tubblusepi-
thelzellen (PTCs) in vitro verwendet. Die im Folgenden beschriebenen Protokolle zur Isolierung und
Kultivierung der Zellen sind aus den Arbeiten von Terryn et al. [259] und Hagemann et al. [97] abgeleitet.
3.6.1 Isolation von PTCs
Fu¨r die Isolation von prima¨ren proximalen Tubuluszellen wurden Ptx3+/+ oder Ptx3-/- Ma¨use im Alter
von 3-4 Wochen per zervikaler Dislokation euthanasiert. Unter einer sterilen Abzugshaube wurden
beide Nieren entnommen, entkapselt und in 2 ml PBS mit 1,5 mg/ml Collagenase D gegeben. Die
isolierten Organe wurden von da an nur noch bei Zellkulturbedingungen unter einer geeigneten Ste-
rilwerkbank behandelt.
Zur Beschleunigung des enzymatischen Verdaus wurden die Nieren mit einem Spritzenkolben
vorsichtig zerdru¨ckt bis sich kein strukturiertes Gewebe mehr erkennen ließ. Nach 30 min bei 37 ◦C
wurde die Zellsuspension in eine Spritze aufgenommen und behutsam durch eine 20G 112 ” Nadel
gedru¨ckt, bis alle verbliebenen losen Gewebeverba¨nde aufgelo¨st waren. Die homogenisierte Sus-
pension wurde durch einen Filter mit 70 µm Maschenweite in ein 15 ml Falcon u¨berfu¨hrt und auf 10
ml mit PBS aufgefu¨llt. Nach 5 min Zentrifugation bei 400 g und 4 ◦C konnte der U¨berstand verworfen
und das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert werden. Die Zellsuspension wurde sehr vorsichtig auf
10 ml 31 %-ige Percoll-Lo¨sung pipettiert (2,79 ml Percoll R© 0,31 ml 10X PBS, 6,9 ml 1X PBS) und
bei 800 g fu¨r 10 min und 4 ◦C ohne Bremse zentrifugiert.
Nach Ende der Zentrifugation stellen sich ein Zellpellet am Boden des Falcons sowie eine klar
definierte Bande zwischen Percoll- und PBS-Phase dar. Erstere entha¨lt die proximalen Tubuluszel-
len [97], die nach Abnahme des U¨berstandes in K1-Medium resuspendiert, in 15 cm Zellkulturplatten
ausgesa¨t und fu¨r 24 h in einem Brutschrank bei 37 ◦C und 5,0 % CO2 inkubiert wurden.
3.6.2 In vitro Kultivierung von PTCs
Nach einem Tag im Brutschrank pra¨sentierten sich in der Zellkulturschale eine heterogene Population
aus proximalen Tubulus-Segmenten, die zum gro¨ßten Teil bereits am Schalenboden angewachsen
waren, und vereinzelt andere Zelltypen. In Pra¨senz des K1-Mediums fingen die proximalen Tubulus-
zellen an im Verlauf der na¨chsten Tage von den Segmenten ausgehend zu proliferieren wa¨hrend die
anderen Zelltypen bereits nach 2 Tagen vollsta¨ndig verschwunden waren. Eine genaue Bestimmung
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der Zellzahl war erst ab der ersten Passage mo¨glich, da sich in den Segmenten einzelne Zellen nicht
differenzieren ließen.
Das Medium wurde 24 h nach Isolation und danach alle 2-3 Tage (in Abha¨ngigkeit vom Zustand
der Zellen und der Anzahl toter Zellen im U¨berstand) vollsta¨ndig gewechselt. Sobald der Zellrasen
90% Konfluenz in der Schale erreicht hatte wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit
10 ml Trypsin 0.05 %/EDTA 0.02 % in PBS (5-10 min 37 ◦C) abgelo¨st. Die Mobilisierung der Zellen
wurde durch mechanisches Klopfen am Ende der Inkubationszeit unterstu¨tzt und der enzymatische
Verdau durch Trypsin mittels Zugabe von K1-Medium gestoppt. Der U¨berstand wurde in einem 50
ml Falcon gesammelt, alle verbliebenen Zellen mit PBS von der Zellschale abgewaschen und die
Suspension bei 360 g fu¨r 5 min zentrifugiert. Der U¨berstand wurde verworfen und die Zellen einer 15
cm Platte in 10 ml K1-Medium resuspendiert.
Die Zahl aller geernteter Zellen wurden optisch mit einer Neubauer improved Za¨hlkammer und
einem Mikroskop bestimmt. Um zuverla¨ssige Ergebnisse zu erzielen wurde darauf geachtet, dass die
Zelldichte in der Kammer 100 Zellen/µl weder signifikant unter- noch u¨berschreitet, da dies der opti-
malen Auslastung der verwendeten Za¨hlkammer entspricht. Jede wie oben beschrieben angesetzte
Zellsuspension wurde zweimal geza¨hlt, indem zwischen beide Kammern und das Deckglas jeweils
10 µl Volumen pipettiert wurden. Alle vier Großquadrate beider Kammern wurden ausgeza¨hlt und der
Mittelwert gebildet. Dieser Wert wurde als Zellzahl in 0,1 µl Medium na¨herungsweise angenommen.
Zur Berechnung der Gesamtzellzahl wurde das Ergebnis entsprechend dem Gesamtvolumen von 10
ml mit 100.000 multipliziert.
PTCs wurden nur nach der ersten und maximal bis zur dritten Passage fu¨r Experimente einge-
setzt. Nach der Za¨hlung wurden 2× 106 Zellen in eine neue 15 cm Zellkulturplatte ausgesa¨t und bis
zu 90 %-iger Konfluenz wie oben beschrieben kultiviert.
3.6.3 Stimulation von PTCs
Zur Untersuchung der mRNA Expression von Adha¨sionsmoleku¨len in Ptx3+/+ und Ptx3-/- PTCs wur-
den 0,4 Millionen Zellen je Well in 6-Well-Platten ausgesa¨t und 12 h spa¨ter - nach vollsta¨ndiger
Adha¨renz der Zellen am Plattenboden - mit 500 µg/ml CaOx in Form von Monohydratkristallen in
einem Gesamtvolumen von 2 ml fu¨r 24 h stimuliert. Als Lo¨sungsmittel fu¨r die CaOx-Kristalle bzw. als
Vehikelkontrolle diente PBS. Die Zellen wurden wa¨hrend des gesamten Versuchs in vollsta¨ndigem
K1-Medium inklusive 10 % fetalem Ka¨lberserum (FBS) und 1 % Antibiotikum gehalten, da ein FBS-
Entzug nach eigenen Erfahrungen des Experimentators zum drastischen Vitalita¨tsverlust der Zellpo-
pulation gefu¨hrt hat.
3.7 In chemico Methoden
3.7.1 Herstellung von Kalziumoxalatkristallen
Zur kontrollierten Herstellung von CaOx-Kristallen definierter Gro¨ße wurde ein Protokoll von Thong-
boonkerd et al. [261] und Chaiyarit et al. [42] verwendet und angepasst. Dazu wurden zwei Stocklo¨-
sungen angesetzt: 10 mM NaC2O4 und 1 mM CaCl2. Als Solvent diente ein Kristallisationspuffer aus
90 mM TRIS-HCl und 10 mM NaCl, mit einem definierten pH von 7,4 (siehe Kap. 2.7).
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Beide Lo¨sungen wurden 1:1 gemischt und bei 4 ◦C u¨ber Nacht im Dunklen inkubiert. Die Ent-
stehung von vornehmlich CaOx-Monohydratkristallen wurde mikroskopisch besta¨tigt. Zur Quantifi-
zierung der Kristallgro¨ße wurden 10 µl der Kristalllo¨sung auf einen Objekttra¨ger aufgetragen und
mit einem Ø 30 mm runden Deckglas bedeckt. Durchlichtmikroskopische Aufnahmen in 200- und
400-facher Vergro¨ßerung wurden angefertigt und die Fla¨che jedes einzelnen Kristalls in ImageJ ver-
messen und als Pixelzahl angegeben.
3.7.2 Untersuchung der Kristallisations-Inhibierung durch rhPTX3
Zur Untersuchung des Einflusses von rhPTX3 auf das Wachstum von CaOx-Kristallen wurden 10
µl 10 mM NaC2O4 mit 5 µl PBS, rhPTX3 in den Konzentrationen von 0,1 nM bis 10 µM oder
a¨quimolarem BSA bei 4 ◦C fu¨r 6 h inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µl 1 mM CaCl2 hinzuge-
geben und u¨ber Nacht bei 4 ◦C im Dunklen inkubiert. Die Quantifizierung der Kristallgro¨ßen erfolgte
wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben.
Zur U¨berpru¨fung der mikroskopisch erhaltenen Ergebnisse wurde das gleiche Experiment mit
gro¨ßeren Volumina (50 µl NaC2O4, 25 µl rhPTX3 bzw. BSA, 50 µl CaCl2) wiederholt. Das ermo¨glichte
es, eine durchflusszytometrische Messung durchzufu¨hren. Die gewu¨nschte Messgro¨ße hierbei ist
der forward scatter, dessen Intensita¨t sich direkt proportional zur Gro¨ße des gemessenen Partikels
verha¨lt. Zu Gunsten des rhPTX3-Verbrauchs wurden hier allerdings nur 1 µM rhPTX3 und 1 µM
BSA miteinander verglichen. Die forward und sideward scatter-Intensita¨ten wurden im Vorfeld auf die
Kristallgro¨ßen der BSA-Kontrolle angepasst. In dem so definierten Spektrum wurden die erfassten
Ereignisse einer bestimmten forward scatter-Intensita¨t als Histogramm ausgeza¨hlt und weiter ver-
rechnet.
3.8 Datenaufbereitung, Statistik und Darstellung
Die Datenaufbereitung erfolgte mit LibreOffice Calc, die statistische Auswertung und Darstellung der
Ergebnisse mit R statistics.
Im Vorfeld der Anwendung jeglicher anderer statistischer Methodik wurden der Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung, der Levene-Test auf Homoskedastizita¨t und der Ausreißertest nach Grubb
auf den zu analysierenden Datensatz angewandt.
Normalverteilte und homoskedastische Datensa¨tze wurden im folgenden mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) und nachfolgendem Post-hoc-Test nach Tukey auf signifikante Unterschie-
de getestet. Bei vorliegender Heteroskedastizita¨t wurde der Post-hoc-Test nach Games-Howell ange-
wandt. Lagen nicht-normalverteilte Datensa¨tzen vor, erfolgte die Varianzanlyse nach Kruskal-Wallis
und dem Post-hoc-Test nach Nemenyi. Der Zweistichproben-t-Test fand nur fu¨r den Vergleich zweier
normalverteilter Datensa¨tze Anwendung. Alternativ wurde im Falle nicht-normalverteilter Datensa¨tze
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bemu¨ht. Ab einem p-Wert kleiner 0,05 wurde die Nullhypothese
des entsprechenden statistischen Tests verworfen und ein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den verglichenen Stichproben angenommen.
In der Darstellung der Ergebnisse bezeichnen Rauten (#) den Unterschied eines Wertes zu
seinem entsprechenden Ausgangswert. Abha¨ngig von der gewa¨hlten Darstellungsart kann dieser
Referenzwert z.B. die Negativkontrolle, der Zeitpunkt 0 oder eine gesunde (kontralaterale) Niere sein.
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Alle anderen zu bezeichnenden Unterschiede wurden mit Sternchen (?) und einem verbindenden
Balken (—) deutlich gemacht. Das Verha¨ltnis von Signifikanzniveau und errechnetem p-Wert wurde
in Text und Abbildungen wie folgt kenntlich gemacht:
p < 0,05: ? oder #
p < 0,01: ?? oder ##
p < 0,001: ? ? ? oder ###
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4.1 Charakterisierung des renalen Ischa¨mie- und
Reperfusionsschadens mit standardisierter Temperaturkontrolle
Besonders Ma¨use sind auf Grund ihres hohen Oberfla¨che-zu-Masse-Verha¨ltnisses und dem Aus-
fallen thermoregulatorischer Mechanismen wa¨hrend einer Ana¨sthesie anfa¨llig fu¨r eine Hypothermie
bei experimentellen Operationsmodellen, wie z.B. der rIRI [98,215,256]. Eine unzureichende Kontrolle
der Ko¨rperkerntemperatur wa¨hrend einer IRI-Operation beeinflusst die Schwere des Schadens maß-
geblich, wobei eine geringere Temperatur fu¨r weniger Schaden sorgt [295,67]. Daru¨ber hinaus ist eine
peri-operative Hypothermie mit post-operativem Zittern [131], Koagulopathie [266], schlechterer Wund-
heilung [203] und anhaltenden Effekten der Narkose nach dem Aufwachen [100] assoziiert.
Um verla¨ssliche und reproduzierbare Ergebnisse mit geringer Varianz zu erzielen, sollte in
jedem operativen Setting einer IRI die Ko¨rperkerntemperatur der Versuchstiere in einem physiologi-
schen Bereich stabilisiert werden [79,229]. Zu diesem Zweck wurde ein bestehendes Temperaturpro-
tokoll fu¨r IRI-Operationen unter Beteiligung des Autors der vorliegenden Arbeit optimiert und mittels
Online-Ko¨rpertemperaturmessungen fu¨r den Bereich zwischen 36,5 und 38,5 ◦C validiert. Das neu
etablierte Protokoll ist in Kap. 3.1.4 genau beschrieben und wurde als Originalarbeit publiziert [169].
Basierend auf diesen Arbeiten wurde im Folgenden der Verlauf des post-ischa¨mischen Scha-
dens zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfusion neu charakterisiert. Nach Induktion einer
Ischa¨mie der linken Niere fu¨r 35 min sank die exkretorische Nierenfunktion (gemessen in Form der
glomerula¨ren Filtrationsrate, GFR) innerhalb von 4 Tagen nach Reperfusion auf 50% des Wertes von
scheinoperierten Geschwistern, na¨herte sich ihnen aber im Verlauf von 10 Wochen wieder an (Abb.
19 & Tab. 16).
Tabelle 16: Statistische Kennzahlen der nicht normalisierten GFR-Messwerte aus Abb. 19. Arithmeti-
sches Mittel (x), Standardabweichung (s) und Konfidenzintervall (ci) sind in µl/min angegeben. Die Angabe
statistischer Signifikanz bezieht sich auf den Vergleich von IR- und scheinoperierten Tieren zum jeweiligen
Zeitpunkt.
Tag
IR Sham
p-Wert
x s ci n x s ci n
0 217,4 38,1 47,3 5 212,9 43,9 31,4 10 n.s.
1 138,1 12,2 15,2 5 194,5 26,6 33,0 5 **
4 155,9 7,4 9,2 5 324,7 49,8 61,9 5 **
7 166,3 26,9 14,9 15 306,8 55,1 31,8 14 ***
14 205,7 47,7 27,5 14 277,0 70,0 40,4 14 **
21 212,2 35,8 20,7 14 262,8 67,8 39,1 14 *
35 188,3 53,4 30,8 14 329,2 60,4 36,5 13 ***
70 256,6 43,7 36,6 8 302,5 56,8 70,5 5 n.s.
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Abbildung 19: GFR nach 35 min Ischa¨mie der linken Niere zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfu-
sion. Vor Induktion einer IRI und an den Tagen 1, 4, 7, 14, 21, 35 und 70 nach Reperfusion wurde die GFR von
IRI-operierten C57BL/6N Tieren (ma¨nnlich, 7-8 Wochen) erhoben und auf die von scheinoperierten Geschwis-
tern (Sham) normalisiert. Die dargestellten Werte stammen aus 7 unabha¨ngigen Experimenten und errechnen
sich aus (GFRIRI/GFRSham) ∗ 100. Fu¨r genaue Angaben zu den nicht normalisierten Messwerten siehe Tab. 16.
Die dem Funktionsverlust zugrunde liegende strukturelle Scha¨digung wurde im Verlauf histo-
pathologisch an Hand von PAS-Fa¨rbungen der Niere befundet (Abb. 20A). Der an Tag 1 nach Re-
perfusion ausgepra¨gte nekrotische Schaden ist nach 14 Tagen zwar deutlich ru¨ckla¨ufig, persistiert
allerdings bis 10 Wochen nach ischa¨mischer Scha¨digung (Abb. 20B). Ein ausgepra¨gtes interstitiel-
les Infiltrat sowie der Schwund gesunden Nierenparenchyms ist bereits nach 2 Wochen deutlich zu
erkennen und weitet sich fla¨chenma¨ßig im Verlauf weiter aus, sodass 10 Wochen nach Reperfusion
lediglich ca. 50% des Gewebes strukturell intakt ist (Abb. 20A&B).
Wa¨hrend die ischa¨misch gescha¨digte Niere nach einem O¨dem-bedingten Gewichtszuwachs
an Tag 1 im Verlauf auf weniger als die Ha¨lfte ihres Ausgangsgewichtes schrumpft, erfa¨hrt die kon-
tralaterale Niere eine kompensatorische Hypertrophie, die sich in einem Gewichtszuwachs von ca.
75% a¨ußert (Abb. 20C).
Die Ergebnisse zu exkretorischer Funktion und Struktur der Nieren zeigen, dass das gewa¨hlte
Setting der IRI-Operation im weiteren Verlauf zu einem ebenso profunden wie reproduzierbaren chro-
nischen Nierenversagen nach akuter Scha¨digung fu¨hrt.
Basierend auf diesen Daten konnte angenommen werden, dass innerhalb der ersten 14 Tage
nach Reperfusion die prima¨ren post-ischa¨mischen Prozesse, die das Nierenparenchym scha¨digen,
gro¨ßtenteils abklingen und parallel anti-entzu¨ndliche und pro-regenerative Prozesse einsetzen.
Zum besseren Versta¨ndnis der zeitlichen Dynamik von Scha¨digung und Heilung in dem gewa¨hl-
ten IRI-Setting wurden in einem weiteren Experiment ischa¨mische und kontralaterale Nieren an den
Tagen 1,4,7 und 10 nach Reperfusion hinsichtlich ihres intrarenalen mRNA-Expressionprofiles un-
tersucht. Die in Abb. 21 zusammengefassten Daten zeigen einen Ru¨ckgang der mRNA-Level des
renalen Schadenmarkers Havcr1 im Verlauf, der schon ab Tag 4 zu bemerken ist (Abb. 21A). Parallel
dazu nimmt die mRNA-Expression des Entzu¨ndungsmediators Il6 an Tag 4 nach Reperfusion bereits
signifikant ab, was auf ein Auslaufen scha¨digender, pro-entzu¨ndlicher Prozesse hindeutet (Abb. 21A).
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Abbildung 20: Strukturelle A¨nderungen der Niere nach 35 min Ischa¨mie der linken Niere zu verschiede-
nen Zeitpunkten nach Reperfusion. Vor Induktion einer IRI und an den Tagen 1, 14, 35 und 70 nach Reper-
fusion wurden 7-8 Wochen alte, ma¨nnliche C57BL/6N Ma¨use geopfert, PAS-Fa¨rbungen der Nierenschnitten
angefertigt (A, IR-Nieren) und semiquantitativ hinsichtlich Schaden und Vernarbung befundet (B). (C) Dar-
stellung der zugeho¨rigen Nierengewichte der kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren im Verlauf. Die
dargestellten Werte stammen aus 4 unabha¨ngigen Experimenten (n≥5). Statistisch signifikante Unterschiede
der verschiedenen Parameter nach Reperfusion im Vergleich zu den respektiven Ausgangswerten (Tag 0) sind
mit Rauten (#), Unterschiede zwischen zwei Reperfusionszeitpunkten mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Hinweise auf die zunehmende Pra¨senz von anti-entzu¨ndlichen und pro-regenerativen, alter-
nativ aktivierten M2-Makrophagen ab Tag 4 nach Reperfusion geben sowohl die M2-Makrophagen-
Marker Mrc1 und Fn1, als auch die vermehrte Expression des Makrophagen-rekrutierenden Che-
mokins Cxcl10 in der Niere (Abb. 21B). Die vermehrte Expression der Chemokine Ccl22 und Ccl17
ab Tag 4 nach Reperfusion (Abb. 21C) sprechen fu¨r eine vermehrte Anlockung von regulatorischen
T-Zellen in die gescha¨digte Niere, die genauso wie M2-Makrophagen signifikant zur Resolution der
Entzu¨ndung beitragen [136].
Die Pra¨senz von Makrophagen in den IRI-gescha¨digten Nieren konnte im Zuge desselben Ex-
perimentes zudem mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden (Abb. 22A). Die Zahl Adgre1-
positiver Zellen (muriner Makrophagenmarker, alias F4/80) nimmt von Tag 1 bis 10 nach Reperfusion
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Abbildung 21: A¨nderungen des intrarenalen Expressionsprofils nach 35 min Ischa¨mie der linken Niere
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfusion hinsichtlich Scha¨digung, Entzu¨ndung und Resoluti-
on. Nach Induktion einer IRI an den Tagen 1, 4, 7 und 10 wurde ein intrarenales mRNA-Expressionsprofil
von IRI-operierten C57BL/6N Tieren (ma¨nnlich, 7-8 Wochen) mittels qPCR erhoben. Die Expressionslevel von
(A) Havcr1 und Il6, (B) Mrc1, Fn1 und Cxcl10, (C) Ccl22 und Ccl17 wurden auf das jeweilige Level der 18S
rRNA normalisiert. Dargestellt sind Daten von 5 Tieren pro Zeitpunkt. Statistisch signifikante Unterschiede
der verschiedenen Parameter zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren sind mit Rauten (#),
Unterschiede zwischen post-ischa¨mischen Nieren zwischen zwei Reperfusionszeitpunkten mit Sternchen (∗)
gekennzeichnet.
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signifikant zu. Ab Tag 4 nach Reperfusion sind Mrc1- und Adgre1-doppelpositive M2-Makrophagen in
den IRI-gescha¨digten Nieren nachweisbar, wobei auch ihre Zahl bis zu Tag 10 weiter ansteigt (Abb.
22B). Sie machen konstant etwa 50% der Makrophagenpopulation in den gescha¨digten Nieren aus.
Abbildung 22: Durchflusszytometrische Quantifizierung intrarenaler Makrophagen nach 35 min
Ischa¨mie der linken Niere zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfusion. Nach Induktion einer IRI
an den Tagen 1, 4, 7 und 10 wurde die Pra¨senz von Makrophagen in den Nieren IRI-operierter C57BL/6N
Tiere (ma¨nnlich, 7-8 Wochen) u¨ber die durchflusszytometrische Detektion von (A) Adgre1- und (B) Mrc1- und
Adgre1-doppelpositiven Zellen in der Gesamtennierenzellsuspension [%] nachgewiesen. Dargestellt sind Da-
ten von 5 Tieren pro Zeitpunkt. Statistisch signifikante Unterschiede der verschiedenen Parameter zwischen
kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen post-ischa¨mischen
Nieren zwischen zwei Reperfusionszeitpunkten mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Das hier beschriebene Modell der unilateralen rIRI mit einer Ischa¨miezeit von 35 min und kon-
stanter Ko¨rperkerntemperatur zwischen 36.5 und 38.5 ◦C verursacht einen akuten Schaden, der sich
deutlich in der Verminderung der exkretorischen Nierenfunktion (Abb. 19) sowie einer strukturellen
Scha¨digung (Abb. 20) widerspiegelt. Wa¨hrend Biomarker fu¨r Scha¨digung und Entzu¨ndung intrarenal
bereits ab Tag 4 ru¨ckla¨ufig sind, setzten parallel Prozesse ein, die die Resolution der Entzu¨ndung
begu¨nstigen und ein Fortschreiten der Parenchymscha¨digung begrenzen (Abb. 21&22). Dennoch ist
der ischa¨mische Schaden stark genug, um eine chronische Einschra¨nkung der Nierenfunktion zu
bedingen (Abb. 19).
Die scharfe Abgrenzung einer Scha¨digungs- und einer Regnerationsphase nach IRI bleibt
dennoch schwierig, da vermehrter Zelltod in den Nieren bis zu 5 Wochen nach Reperfusion in
den gescha¨digten Nieren mittels TUNEL-Staining feststellbar ist (unpublizierte Beobachtung von
F. Kraft und A. Holderied aus der Arbeitsgruppe Anders). Zeitgleich ist auch die Expression des
Scha¨digungsmarkers Havcr1 (alias Kim1) in IRI-Nieren gegenu¨ber den kontralateralen Kontrollnie-
ren nach eigenen Beobachtungen des Autors der vorliegenden Arbeit signifikant erho¨ht (CO: 3,1 ±
0,5 ×10−6, IRI: 118,4 ± 97,6×10−6 [Havcr1 mRNA/18S rRNA], p-Wert: 0,01). Somit ist klar, dass
Scha¨digung und Regenration auch lange nach der akuten Scha¨digung weiterhin parallel verlaufen.
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Dennoch la¨sst sich basierend auf den oben gezeigten Ergebnissen festhalten, dass der Scha¨di-
gung entgegengesetzte Prozesse an Tag 4 nach Reperfusion bereits eingesetzt haben, sodass fu¨r
die weiterfu¨hrenden Experimente in dieser Arbeit Tag 3 nach Reperfusion als Auftakt der Regenera-
tionsphase festgesetzt wurde.
Abbildung 23: Intrarenale Ptx3 mRNA Expression im Verlauf nach IRI. Nach Induktion einer IRI an den
Tagen 1, 4, 7 und 10 wurde die Expression von Ptx3 in den Nieren IRI-operierter C57BL/6N Tiere (ma¨nnlich, 7-
8 Wochen) mittels qPCR untersucht. Dargestellt sind Daten von 5 Tieren pro Zeitpunkt. Statistisch signifikante
Unterschiede der verschiedenen Parameter zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren sind mit
Rauten (#) gekennzeichnet.
Dass PTX3 bei renaler IRI eine Rolle spielt wurde bereits aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
Anders deutlich [151]. Dieser Vorbefund wurde im Rahmen der oben beschriebenen Charakterisie-
rungsseperimente auf mRNA-Ebene validiert (Abb. 23). An den Tagen 1, 7 und 10 la¨sst sich in den
ischa¨misch gescha¨digten Nieren ein deutlicher Trend zu erho¨hter Expression hin erkennen, der al-
lerdings auf Grund der hohen Standardabweichung nur an Tag 10 nach Reperfusion statistische
Signifikanz erreicht. Auch entsteht der Eindruck, dass die Ptx3 Regulation biphasisch verla¨uft, mit
einer deutlichen Induktion an Tag 1 nach Reperfusion, die bis Tag 4 ga¨nzlich abklingt und an Tag
7 und 10 wiederkehrt. Dieses Expressionsmuster passt zu dem tendenziell biphasischem Verlauf
nach IRI aus Scha¨digungs- und subsequenter Regenerationsphase und ko¨nnte auf unterschiedliche
Expressionsquellen von Ptx3 im zeitlichen Verlauf hindeuten. Ohne zu viel in die Daten hinein zu
interpretieren la¨sst sich besta¨tigen, dass Ptx3 auf mRNA-Ebene nach IRI reguliert wird.
4.2 Effekte der therapeutischen Intervention mit rhPTX3 in der
Regenerationsphase nach IRI
Zur Testung der aufgestellten Hypothese, dass PTX3 wa¨hrend der Regenerationsphase nach aku-
ter Nierenscha¨digung die Resolution der Entzu¨ndung und damit die Heilung verzo¨gert, wurde im
Folgenden ein entsprechendes in vivo Experiment konzipiert (Abb. 24).
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Abbildung 24: Versuchsanordnung zur Testung des Effektes von therapeutischem rhPTX3 nach IRI.
Tag 0: unilaterale IRI an 10 C57BL/6N Tieren (ma¨nnlich, 7-8 Wochen). Tag 3-7: i.v. Injektion von 5mg/kg
KG rhPTX3 (5 Tiere) oder PBS (5 Tiere) bei einem Volumen von 10ml/kg KG. Tag 10: Versuchsende durch
zervikale Dislokation und Entnahme der Nieren zur weiteren Prozessierung.
Hierbei sollten ma¨nnliche C57BL/6N Ma¨use im Alter von 7-8 Wochen einer IRI unterzogen
werden und ab Tag 3 nach Reperfusion mit rekombinantem human PTX3 (rhPTX3) therapiert wer-
den. Die Dauer der Therapie sollte unter Beru¨cksichtigung dreierlei Gesichtspunkte gewa¨hlt werden:
Prima¨r war eine kontinuierliche Therapie bis zum Ende des Experimentes wu¨nschenswert, um einen
gro¨ßtmo¨glichen Effekt zu erzielen. Zum zweiten sollte der Stress fu¨r die Versuchstiere so gering
wie mo¨glich gehalten werden. Zum dritten stand das rekombinante Protein nicht unbegrenzt zur
Verfu¨gung, was die mo¨gliche applizierte Gesamtmenge definierte. Um so wichtiger war es, fu¨r die
Dauer der Therapie einen konstanten Spiegel zu etablieren.
Zu diesem Zweck wurde zuna¨chst eine Studie zur Pharmakokinetik von rhPTX3 an 10 ma¨nnli-
chen C57BL/6N Ma¨usen durchgefu¨hrt. Hierzu wurden 5 mg/kg KG rhPTX3 i.v. injiziert und Plas-
maproben zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 12, 24 und 48 Stunden gewonnen. Zudem wurden 24 und
48 h nach Injektion von jeweils 5 Ma¨usen Leber, Milz und Nieren isoliert und in RIPA-Puffer ho-
mogenisiert. Die rhPTX3-Spiegel wurden in den Plasmaproben und den Organhomogenaten mittels
anti-humanem-PTX3-ELISA bestimmt (Abb. 25).
Abbildung 25: Pharmakokinetik von rhPTX3 nach i.v. Injektion von 5mg/kg KG in C57BL/6N Ma¨use.
Konzentration von humanem PTX3 im Blut (A) und Organhomogenaten von Leber, Milz und Niere (B) nach i.v.
Applikation von 5mg/kg KG rhPTX3 bei 10 ma¨nnlichen C57BL/6N Tieren im Alter von 7-8 Wochen.
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Das Protein ist nur fu¨r die ersten 12 h im Plasma nachweisbar (Abb. 25A). In der Leber ist es
bis zu 48 h nach Injektion detektierbar, in der Milz nur nach 24 h, wa¨hrend es zu keinem Zeitpunkt in
der Niere zu finden ist (Abb. 25B). Mit einer Gesamtgro¨ße des PTX3-Oktamers von ca. 340 kDa [110]
ist allerdings auch nicht anzunehmen, dass das Protein den glomerula¨ren Filter passiert und sich
im renalen Parenchym anzureichern vermag. Jedoch ist fu¨r die Testung der Hypothese die Pra¨senz
des Proteins im Plasma ausschlaggebend, da die Inhibierung der Extravasation von Immunzellen
durch PTX3 u¨ber P-Selektin-Bindungsstellen an der luminalen Seite des Gefa¨ßendothels vermittelt
wird. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass unklar ist, ob sich die Bioverfu¨gbarkeit von rhPTX3 unter
entzu¨ndlichen Bedingungen a¨ndert. Die endotheliale Barriere nimmt bei akuten Entzu¨ndungsreaktion
deutlich an Permeabilita¨t zu, sodass Moleku¨le bis 500 kDa aus dem Lumen ins Interstitium trans-
migrieren ko¨nnen [250]. Die hier bestimmte Pharmakokinetik wa¨hrend der Homo¨ostase kann daher
lediglich als grober Richtwert dienen.
Basierend auf den gemessenen rhPTX3-Plasmakonzentrationen wurde ein Therapieintervall
von 24 h fu¨r die Dauer von 5 Tagen festgesetzt, sodass ein guter Kompromiss zwischen mo¨glichst
kontinuierlicher Bioverfu¨gbarkeit, Wohlergehen der Tiere und Gesamtproteinbedarf erzielt werden
konnte. Das Versuchsende wurde auf Tag 10 nach Reperfusion festgesetzt (Abb. 24).
Nach Abschluss des oben beschriebenen Experiments wurden die kontralaterale (CO) und
ischa¨misch gescha¨digte (IRI) Niere jedes Versuchstieres entnommen und nach Entfernung der Nie-
renkapsel gewogen. Um die Vera¨nderungen der Nieren in ihrer Gesamtheit darzustellen wurde fu¨r
jede Maus der Unterschied in mg zwischen CO- und IRI-Niere errechnet (∆-Nierengewicht). So-
mit beinhaltet dieser Messwert sowohl das Ausmaß der kompensatorischen Hypertrophie der CO-
Niere, als auch den Schwund des Nierenparenchyms in der IRI-Niere (vgl. Abb. 20C). Die rhPTX3-
behandelten Tiere verzeichneten gegenu¨ber den Kontrolltieren ein signifikant ho¨heres ∆-Nierenge-
wicht (Abb. 26A), was entsprechend fu¨r mehr Atrophie der post-ischa¨mischen und mehr kompensa-
torische Hypertrophie der kontralateralen Niere der rhPTX3-Interventionsgruppe spricht.
Passend dazu ergab die Befundung der angefertigten PAS-Schnitte einen deutlich erho¨hten
Scha¨digungsgrad des S3-Segments der IRI-Nieren in den rhPTX3- gegenu¨ber den PBS-behandelten
Tieren (Abb. 26B). Wa¨hrend in der rhPTX3-Gruppe das Tubulusepithel des S3-Segments beinahe
u¨ber den gesamten Nierenquerschnitt nekrotische Vera¨nderungen zeigte oder bereits vollsta¨ndig
untergegangen war, fanden sich in der PBS-Gruppe immer noch intakte Tubuli zwischen den gescha¨-
digten Abschnitten (Abb. 26C).
Zur weiteren Quantifizierung der Scha¨digung wurde Gesamt-RNA aus den Nieren isoliert und
die mRNA-Expression etablierter Nieren-Schadensmarker per RT-PCR und nachfolgender qPCR
u¨berpru¨ft. Die Gsta-mRNA-Expression in den IRI-Nieren der rhPTX3-behandelten Gruppe gegenu¨ber
den CO-Nieren war signifikant reduziert (Abb. 27A), was fu¨r einen Verlust vitaler proximaler Tubu-
li spricht, die fu¨r die ischa¨mische Scha¨digung besonders anfa¨llig sind [224]. In der PBS-behandelten
Gruppe war diesbezu¨glich hingegen nur ein Trend ohne statistische Signifikanz erkennbar. Zudem
weitete sich die Scha¨digung in der rhPTX3-Gruppe auch auf das Kompartiment der distalen Tubuli
und der Sammelrohre aus, was sich aus der Reduktion der Gstp1-mRNA-Expression der IRI- ge-
genu¨ber den CO-Nieren erkennen ließ (Abb. 27B). Die PBS-Gruppe zeigte hier keinerlei Vera¨nderun-
gen. Konklusiv zu diesen Ergebnissen verhielten sich auch die Expressionslevel des unspezifische-
ren Nierenschadensmarkers Fabp1 in den post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen (Abb. 27C).
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Abbildung 26: Effekt der rhPTX3-Gabe wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI auf den histologi-
schen Nierenschaden. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 24 dargestellten Versuches wurden die Tiere geopfert
und die kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren gewogen (A). Die dargestellten Daten ergeben sich aus
den nach Intervention gruppierten ∆-Nierengewichten beider Nieren jedes einzelnen Tieres. (B) Semiquantita-
tive Befundung PAS-gefa¨rbter Nierenschnitte hinsichtlich pathologischer Vera¨nderungen des S3-Segmentes.
(C) Repra¨sentative Aufnahmen der in (B) quantifizierten Schnitte. Die dargestellten Daten stammen aus einem
Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen kontralateralen und
post-ischa¨mischen Nieren der jeweiligen Interventionsgruppe sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen den
post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Die signifikant geringere Fabp1-mRNA-Expression in der rhPTX3- gegenu¨ber der PBS-behandelten
Gruppe spricht fu¨r weniger U¨berleben von gesundem Nierenparenchym [133].
Mechanistisch ist ein post-ischa¨mischer Nierenschaden stets mit der Beteiligung von Immun-
zellen assoziiert. Wa¨hrend in der fru¨hen Scha¨digungsphase vor allem Neutrophile in die Nieren ein-
wandern sind an Tag 10 nach Reperfusion vor allem Makrophagen im Interstitium zu finden. Die im-
munhistochemische Fa¨rbung Adgre1-positiver Zellen in den ischa¨misch gescha¨digten Nieren an Tag
10 nach Reperfusion ergab eine beinahe Verdopplung der Makrophagenpopulation in der rhPTX3-
gegenu¨ber der Vehikel-behandelten Gruppe (PBS: 9,9±6,6 %; rhPTX3: 17,3±6,1 %; Abb. 28).
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Abbildung 27: Effekt der rhPTX3-Gabe wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI auf die mRNA Ex-
pressionslevel von verschiedenen Nierenschadensmarkern. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 24 dargestell-
ten Versuches wurden die Tiere geopfert, Gesamt-RNA aus den entnommenen Nieren isoliert, diese zu cDNA
umgeschrieben und die Expressionslevel von Gsta (A), Gstp1 (B) und Fabp1 (C) per real-time PCR bestimmt.
Die erhobenen Werte fu¨r jede Probe wurden auf das jeweilige Level des houskeeping-Gens 18s normalisiert.
Die dargestellten Daten stammen aus einem Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe. Statistisch signifikan-
te Unterschiede zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren der jeweiligen Interventionsgruppe
sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen den post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen mit Sternchen (∗)
gekennzeichnet.
Abbildung 28: Effekt der rhPTX3-Gabe wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI auf die intra-
renale Makrophagenpopulation.. (A) Semiquantitative Analyse der immunhistochemisch fu¨r Adgre1 posi-
tiv gefa¨rbten Fla¨che in CO- und IRI-Nierenschnitten 10 Tage nach Reperfusion nach Behandlung mit PBS
oder rhPTX3 (Studiendesign Abb. 24). (B) Repra¨sentative Aufnahmen der Nierenschnitte auf deren Grundla-
ge die in (A) dargestellte Quantifizierung durchgefu¨hrt wurde. Die dargestellten Daten stammen aus einem
Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen kontralateralen und
post-ischa¨mischen Nieren der respektiven Gruppe sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen den post-
ischa¨mischen Nieren beider Gruppen mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Hinweise auf erho¨hte Pra¨senz von Entzu¨ndungsmediatoren - und damit auf ein florierendes
entzu¨ndliches Geschehen - liefern die mRNA-Expressionslevel von Tnf und Ccl2, welche beide in der
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rhPTX3-behandelten gegenu¨ber der PBS-behandelten Interventionsgruppe signifikant erho¨ht waren
(Abb. 29).
Abbildung 29: Effekt der rhPTX3-Gabe wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI auf die mRNA Ex-
pressionslevel von pro-entzu¨ndlichen Mediatoren in der Niere. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 24 darge-
stellten Versuches wurden die Tiere geopfert, Gesamt-RNA aus den entnommenen Nieren isoliert, diese zu
cDNA umgeschrieben und die Expressionslevel von Tnf (A) und Ccl2 (B) per real-time PCR bestimmt. Die
erhobenen Werte fu¨r jede Probe wurden auf das jeweilige Level des houskeeping-Gens 18s normalisiert. Die
dargestellten Daten stammen aus einem Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe. Statistisch signifikan-
te Unterschiede zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren der jeweiligen Interventionsgruppe
sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen den post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen mit Sternchen (∗)
gekennzeichnet.
Die Therapie mit rhPTX3 in der Regenerationsphase nach IRI erbrachte zuna¨chst den erwarte-
ten Befund: eine erho¨hte Pra¨senz von Makrophagen, eine vermehrte Entzu¨ndungsreaktion und mul-
tiple Anzeichen fu¨r einen schwereren parenchymalen Nierenschaden als in der PBS-behandelten
Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse stu¨tzen die aufgestellte Hypothese zwar, der zugrundeliegende
Mechanismus ist aber nicht gekla¨rt. Zum einen bleibt zu beantworten, ob die rhPTX3-Gabe zu der
angenommenen Verschiebung des Verha¨ltnisses von pro- und anti-entzu¨ndlichen Immunzellen in der
Niere fu¨hrt. Zum anderen ko¨nnen andere Ptx3-abha¨ngige Mechanismen, die zu einer Aggravierung
des Pha¨notyps nach IRI fu¨hren ko¨nnten, noch nicht ausgeschlossen werden. Dazu za¨hlt z.B. ein
mo¨glicher Beitrag des endogenen, intrarenalen Ptx3 auf den Verlauf der Regeneration nach IRI.
4.3 Effekte der Substitution von Ptx3 in der Regenerationsphase nach
IRI
Zur Adressierung der offenen Fragen wurde das oben beschriebene Experiment (Abb. 24) noch-
mal durchgefu¨hrt, nur diesmal mit Ptx3-/- Ma¨usen anstelle von Wildtyp-Tieren. Damit konnte eine
mo¨gliche Beteiligung von endogenem Ptx3, das von infiltrierenden Immunzellen oder renalen Tubu-
luszellen sezerniert wird, in der Regenerationsphase nach IRI ausgeschlossen werden. Die beob-
achteten Effekte ließen sich damit zweifelsfrei auf die Substitution mit rhPTX3 fu¨r den definierten
Behandlungszeitraum zuru¨ckfu¨hren.
Nach Abschluss des Versuches wurden beide Nieren jedes Versuchstieres entnommen und
entkapselt gewogen. Der Mittelwert des ∆-Nierengewichts der substituierten Ptx3-/- Ma¨use war ge-
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Abbildung 30: Effekt der Substitution mit rhPTX3-Gabe wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI in
Ptx3-/- Ma¨usen auf den histologischen Nierenschaden. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 24 dargestellten
Versuches an Ptx3-/- Ma¨usen wurden die Tiere geopfert und die kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren
gewogen (A). Die dargestellten Daten ergeben sich aus den nach Intervention gruppierten ∆-Nierengewichten
beider Nieren jedes einzelnen Tieres. (B) Semiquantitative Befundung PAS-gefa¨rbter Nierenschnitte hinsicht-
lich pathologischer Vera¨nderungen des S3-Segmentes. (C) Repra¨sentative Aufnahmen der in (B) quantifi-
zierten Schnitte. Die dargestellten Daten stammen aus einem Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren der jeweiligen
Interventionsgruppe sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen den post-ischa¨mischen Nieren beider Grup-
pen mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
genu¨ber dem der nicht-substituierten Ptx3-/- Ma¨use signifikant erho¨ht (Abb. 30A). Diese Beobach-
tung deckt sich mit der des Analogexperimentes in Wildtyp-Tieren. Auch ergab die Befundung der
angefertigten PAS-Nierenschnitte einen a¨hnlich hohen Scha¨digungsgrad des S3-Segments der post-
ischa¨mischen Nieren in rhPTX3-substituierten Ptx3-/- wie in rhPTX3-behandelten Wildtyp Tieren
(Abb. 30B & 26B). Allerdings ergab das PAS-Scoring fu¨r die Vehikel-behandelten Ptx3-/- Ma¨use einen
beinahe ebenso hohen Wert (Abb. 30B&C).
Trotz des a¨hnlichen Schadensausmaßes in den post-ischa¨mischen Nieren beider Interventi-
onsgruppen sprach der Unterschied im ∆-Nierengewicht fu¨r einen ho¨heren Verlust gesunden Pa-
renchyms in den post-ischa¨mischen und mehr Hypertrophie in den kontralateralen Nieren bei den
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rhPTX3-substituierten Tieren. Wa¨hrend sich in der PAS-Fa¨rbung zellula¨re Infiltrate, Harnzylinder, tu-
bula¨re Dilatation und nekrotische Zellen gut erkennen und fla¨chenma¨ßig quantifizieren lassen, ist es
besonders bei profunder Scha¨digung schwer zu beurteilen, wie viel intakte Tubulusabschnitte noch
vorhanden sind. Detaillierter la¨sst sich der Zustand ischa¨misch gescha¨digter proximaler Tubuluszel-
len mittels Lotus Tetragonolobus Lektin (LTL) Fa¨rbung betrachten. LTL bindet an membransta¨ndige
Kohlenhydrate differenzierter proximaler Tubuluszellen und dient als Marker ihrer Unversehrtheit.
Die semiquantitative Auswertung LTL-positiv gefa¨rbten Nierenparenchyms in den kontralateralen und
post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen ergab, dass sowohl rhPTX3-substituierte als auch nicht-
substituierte Ptx3-/- Ma¨use einen sehr deutlichen Verlust an gesundem proximalen Tubuluszellen er-
litten (Abb. 31A&B). Jedoch fiel in den rhPTX3-behandelten Tieren der Verlust statistisch signifikant
gro¨ßer aus.
Abbildung 31: Effekt der Substitution mit rhPTX3 wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI in Ptx3-/-
Ma¨usen auf den proximalen Tubulus. (A) Semiquantitative Analyse der immunhistochemisch fu¨r Lotus te-
tragonolobus Lektin positiv gefa¨rbten Fla¨che in CO- und IRI-Nierenschnitten 10 Tage nach Reperfusion nach
Behandlung mit PBS oder rhPTX3 (Studiendesign Abb. 24). (B) Repra¨sentative Aufnahmen der Nierenschnitte
auf deren Grundlage die in (A) dargestellte Quantifizierung durchgefu¨hrt wurde. Die dargestellten Daten stam-
men aus einem Experiment mit jeweils 5 Tiere pro Gruppe. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren der respektiven Gruppe sind mit Rauten (#), Unterschiede zwi-
schen den post-ischa¨mischen Nieren beider Gruppen mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
∆-Nierengewicht und LTL-Fa¨rbung sprechen fu¨r eine leichte Aggravierung des Pha¨notyps in
der rhPTX3-substituierten Gruppe, was die in Kapitel 4.2 gezeigten Ergebnisse besta¨tigt. Die histo-
pathologischen Befunde zeigten aber auch ganz eindeutig, dass die post-ischa¨mischen Nieren beider
Gruppen einen sehr schweren Schaden erlitten. Obschon nicht Gegenstand dieser Studien besta¨tigt
dies den von Lech et al. [151] beobachteten Befund, dass Ptx3-/- gegenu¨ber Ptx3+/+ Tieren einen deut-
lich aggravierten Verlauf nach IRI aufweisen (vgl. Abb. 26B und 30B, PBS-behandelte Gruppe), der
eindeutig auf die Aktivita¨t von endogenem Ptx3 zuru¨ckzufu¨hren ist.
Zur Beantwortung der Frage, ob die leichte Verschlechterung des Pha¨notyps in rhPTX3-be-
handelten Tieren mit einer Vera¨nderung der intrarenalen Immunzellpopulation assoziiert ist, wurden
die Gesamtnierenzellsuspensionen durchflusszytometrisch charakterisiert (Abb. 32). Zuna¨chst wie-
sen beide Gruppen eine a¨hnliche Gesamtinfiltration von Leukozyten auf (Abb. 32A), wobei auch
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Abbildung 32: Durchflusszytometrische Quantifizierung intrarenaler Immunzellen mit und ohne Sub-
stitution mit rhPTX3 in Ptx3-/- Tieren wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI. Nach Durchfu¨hrung des
in Abb. 24 dargestellten Versuches an Ptx3-/- Ma¨usen wurden die Tiere geopfert und die Gesamtnierenzellsus-
pensionen jeder einzelnen Niere mit Hilfe eines Durchflusszytometers charakterisiert. Detektiert wurden die
Zahl aller Leukozyten (A), der Granulozyten (B), aller Nicht-Granulozyten (C), der dendritischen Zellen (D), der
M1-Makrophagen (E) und der M2-Makrophagen (F). Dargestellt sind die Gesamtzellzahlen der respektiven
Immunzellpopulation von 5 Tieren pro Gruppe. Statistisch signifikante Unterschiede der verschiedenen Para-
meter zwischen kontralateralen und post-ischa¨mischen Nieren sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen
post-ischa¨mischen Nieren zwischen zwei Reperfusionszeitpunkten mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
bei einer Differenzierung in Granulozyten und Nicht-Granulozyten keine signifikanten Unterschiede
auffielen (Abb. 32B&C). Eine genauere Aufschlu¨sselung der Gesamtmakrophagenpopulation in M1-
und M2-Makrophagen (Abb. 32 E&F) ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Interventionsgruppen. Der leichte Trend in der rhPTX3-substituierten Gruppe hin zu mehr M1-
und weniger M2-Makrophagen gegenu¨ber der Kontrollgruppe bewegt sich jeweils lediglich im einstel-
ligen prozentualen Bereich, sodass abseits der Messgenauigkeit von keinem biologisch relevanten
Effekt auszugehen ist. Hingegen fu¨hrte die Substitution von Ptx3 zu einer signifikanten Reduktion der
Anzahl dendritischer Zellen in den post-ischa¨mischen Nieren der Ptx3-/- Ma¨use gegenu¨ber den PBS-
behandelten Kontrolltieren (Abb. 32 D). Dendritische Zellen spielen in der Regeneration nach renaler
IRI ebenso wie M2-Makrophagen eine wichtige Rolle [146,134,217] und die Reduktion ihrer Anzahl in
Abha¨ngigkeit von rhPTX3 ko¨nnte ursa¨chlich fu¨r eine Verminderung der Resolution von Entzu¨ndung
und die verzo¨gerte Heilung sein.
Zu den Immunzellpopulationen, die an Tag 10 nach Reperfusion erwartungsgema¨ß keine Rolle
mehr spielten, geho¨rten infiltrierende Monozyten und Neutrophile Granulozyten (Daten nicht gezeigt).
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Beide Populationen sind in der Akutphase nach Reperfusion die treibende pro-entzu¨ndliche Kraft und
konnten trotz verzo¨gerter Entzu¨ndungsresolution an Tag 10 in beiden Gruppen nicht mehr nachge-
wiesen werden.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die Substitution mit rhPTX3 in der Rege-
nerationsphase nach IRI unabha¨ngig von endogenem Ptx3 zu einer Verschlechterung des Pha¨notyps
fu¨hrt, der sich in dem vermehrtem Verlust von funktionierendem Nierenparenchym und einer Vermin-
derung intrarenaler DCs a¨ußert.
4.4 Effekte der therapeutischen Intervention mit rhPTX3 bei akuter
Oxalatnephropathie
Zur Untersuchung phasenabha¨ngiger Ptx3-Effekte bei akutem und chronisch-auf-akutem Nierenver-
sagen war die unilaterale IRI-Operation das Modell der Wahl, da hier der Schaden sehr leicht zu
titrieren ist und das Modell Scha¨digungs- und Regenerationsphase unterscheidet.
Die vorangegangenen Experimente lassen vermuten, dass rhPTX3 keine Therapieoption in
der Regenerationsphase nach einem entzu¨ndlichen Nierenschaden darstellt. Im Gegensatz dazu
belegen die Vordaten von Lech et al. [151], dass therapeutisch eingesetztes rhPTX3 in der Akutphase
unmittelbar nach der Scha¨digung positive Effekte auf die exkretorische Nierenfunktion und die Organ-
struktur hat. Da sich diese Befunde ausschließlich aus IRI-Experimenten ableiten bleibt die Frage,
ob es sich bei dem beobachteten Effekt um ein isoliertes Pha¨nomen im Rahmen einer ischa¨mischen
Scha¨digung oder um eine Therapieoption bei entzu¨ndlichen Nierenerkrankungen im Allgemeinen
handelt, bislang unbeantwortet.
Um Hinweise auf eine etwaige breitere Anwendbarkeit von rhPTX3 bei entzu¨ndlichen Niere-
nerkrankungen zu finden sollten zwei weitere Modelle untersucht werden, deren Pathomechanis-
men unter anderem mit einer signifikanten Entzu¨ndungsreaktion einhergehen: akute und chronische
Oxalatnephropathie.
CaOx-Kristalle scha¨digen die Nieren durch eine Reihe von Mechanismen. Zuna¨chst haben die
Kristalle eine direkte zytotoxische Wirkung auf Tubuluszellen, die zu Nekroptose, einer immunoge-
nen Form des regulierten Zelltodes [161], fu¨hrt. Die dabei in den Extrazellularraum abgegebenen nu-
klea¨ren Histone sind wiederum zytotoxisch und verursachen weiteren nekrotischen Zelltod [6]. Dieser
sich selbst versta¨rkende Mechanismus [162] amplifiziert nicht nur den prima¨ren Schaden, es werden
auch Alarmine und DAMPs freigesetzt, die Toll-like-Rezeptoren und Inflammasome aktivieren. Die-
se Aktivierung fu¨hrt in den sterbenden Zellen u.a. zur Expression von Zytokinen und Chemokinen,
die Immunzellen anlocken und damit eine lokale Entzu¨ndungsreaktion einleiten. Die Aktivita¨t pro-
entzu¨ndlicher Immunzellen fu¨hrt im Weiteren zu mehr nekrotisch-immunogenem Zelltod, sodass sich
ein sich selbst versta¨rkender positiver feedback loop etabliert, der als Nekroinflammation bezeichnet
wird [162].
Zusa¨tzlich zu der Aktivierung von Inflammasomen durch Alarmine und DAMPs ko¨nnen CaOx-
Kristalle z.B. in DCs eine direkte NLRP3-Inflammasom-Aktivierung u¨ber Phagozytose der Kristalle
sowie einen Kalium-Efflux aus der Zelle induzieren [182], sodass eine Rekrutierung pro-inflamma-
torischer Immunzellen auch ohne vorangehenden Zelltod mo¨glich ist.
Beim Modell der akuten Oxalatnephropathie wird zum Zeitpunkt 0 eine U¨bersa¨ttigung der Nie-
ren mit Oxalationen durch eine Natriumoxalat i.p-Injektion und Exposition mit 3% Natriumoxalat-
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Abbildung 33: Versuchsanordnung zur Testung des Effektes von therapeutischem rhPTX3 bei akuter
Oxalatnephropathie. Ma¨nnliche C57BL/6N Ma¨use im Alter von 7-8 Wochen wurden wie folgt behandelt: (1)
10 ml/kg KG PBS i.v. und 10 ml/kg KG PBS i.p., (2) 10 ml/kg KG PBS i.v. und 100 mg/kg KG Natriumoxalat
i.p. (in 10 ml/kg KG), (3) 5 mg/kg KG rhPTX3 (in 10 ml/kg KG) i.v. und 100 mg/kg KG Natriumoxalat i.p. (in
10 ml/kg KG). Die Natriumoxalat-behandelten Tiere (2 & 3) erhielten zudem eine 3 %-ige Natriumoxalatlo¨sung
anstelle des normalen Trinkwassers der Kontrollgruppe (1). Allen Tieren stand fu¨r die Versuchsdauer Futter ad
libitum zur Verfu¨gung. Nach 24 h wurde der Versuch durch zervikale Dislokation und Entnahme der Nieren zur
weiteren Prozessierung beendet.
angereichertem Wasser eingeleitet (Abb. 33). Der darauf folgende akute entzu¨ndliche Schaden hat,
wie Arbeiten aus der Arbeitsgruppe Anders zeigen, sein Maximum an Tag 1 und klinisch relevante
Parameter zur intrarenalen Entzu¨ndungsreaktion oder Parameter der exkretorischen Nierenfunktion
wie Plasmakreatinin und Harnstoff-Stickstoff normalisieren sich bis Tag 5 [182].
Um zu testen, ob PTX3 auch in diesem Modell die Entzu¨ndungsreaktion modulieren kann,
wurde C57BL/6N Ma¨usen zeitgleich mit der i.p.-Injektion von 100 mg/kg KG Natriumoxalat zur Mo-
dellinduktion ein 5 mg/kg KG rhPTX3 Bolus i.v. oder das gleiche Volumen PBS verabreicht (Abb. 33).
Die Kontrolltiere erhielten entsprechend eine i.p. und eine i.v. Injektion PBS gleichen Volumens. Nach
24 h wurden die Ma¨use in Inhalationsnarkose ausgeblutet und euthanasiert.
Vor einer tiefer gehenden Pha¨notypenanalyse war es ausschlaggebend zu untersuchen, ob
sich der rhPTX3 Bolus auf die Deposition von CaOx-Kristallen in den Nieren ausgewirkt hat und
ob dementsprechend prinzipiell von einer gleich schweren Nierenscha¨digung auszugehen war. Dies
wurde mit der histochemischen Fa¨rbung von Paraffin-Nierenschnitten nach Pizzolato u¨berpru¨ft (Abb.
34). Nachdem die rhPTX3-Injektion die CaOx-Kristalldeposition im Nierenparenchym weder quanti-
tativ noch qualitativ beeinflusst hatte, konnte davon ausgegangen werden, dass die Nieren der Tiere
beider Gruppen potentiell im selben Ausmaß gescha¨digt wurden.
Die kolorimetrische Bestimmung von Kreatinin und Harnstoff-Stickstoff im Plasma der Tiere
ergab hingegen, dass die rhPTX3 behandelten Tiere 24 h nach Modellinduktion eine signifikant bes-
sere exkretorische Nierenfunktion hatten als die PBS-behandelte Gruppe (Abb. 35).
Zur weiteren Einscha¨tzung des entstandenen Schadens und der zugeho¨rigen Entzu¨ndungsreak-
tion wurde aus den Nieren mRNA isoliert, umgeschrieben und per qPCR die Expression von Nieren-
schaden- (Abb. 36A-D) sowie Entzu¨ndungsparametern (Abb. 36E&F) bestimmt. Die Behandlung mit
rhPTX3 fu¨hrte zu einer deutlichen Reduktion des allgemeineren Nierenschadensmarkers Lcn2, so-
wie von Gsta1 (proximaler Tubulus) und Gstp1 (distaler Tubulus, Abb. 36B-D). Der ebenfalls sehr gut
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Abbildung 34: Effekt der rhPTX3-Gabe auf die CaOx-Kristalldeposition bei akuter Oxalatnephropathie.
Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 33 beschriebenen Versuches wurden die Tiere geopfert, die Nieren entnom-
men, aufbereitet und immunhistochemisch auf die Pra¨senz von CaOx-Kristallen hin untersucht. Die in (B)
exemplarisch dargestellten Gesamtnierenschnittaufnahmen wurden mit Hilfe des Pizzolato-Scores semiquan-
titativ ausgewertet (A). Die dargestellten Daten stammen aus zwei unabha¨ngigen Experiment mit jeweils 5
Tieren pro Interventionsgruppe und Experiment.
Abbildung 35: Effekt der rhPTX3-Gabe auf die exkretorische Nierenfunktion bei akuter Oxalatnephro-
pathie. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 33 beschriebenen Versuches wurden die Tiere unter Isofluran-Narkose
ausgeblutet, das Blutplasma wurde gewonnen und die darin enthaltene Konzentration von Kreatinin (A) und
Harnstoff-Stickstoff (B) bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus zwei unabha¨ngigen Experiment mit
jeweils 5 Tieren pro Interventionsgruppe und Experiment.
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Abbildung 36: Effekt der rhPTX3-Gabe auf das mRNA Expressionsprofil von Nierenschadens- und
Entzu¨ndungsparametern bei akuter Oxalatnephropathie. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 33 beschrie-
benen Versuches wurden ein intrarenales mRNA-Expressionsprofil fu¨r jede der Interventionsgruppen mittels
qPCR erhoben. Die Expressionslevel von (A) Havcr1, (B) Lcn2, (C) Gsta1, (D) Gstp1, (E) Rela und (F) Ccl5
wurden auf das jeweilige Level der 18S rRNA normalisiert. Die dargestellten Daten stammen aus zwei un-
abha¨ngigen Experiment mit jeweils 5 Tieren pro Interventionsgruppe und Experiment.
etablierte Schadensmarker Havcr1 hingegen reagierte nur mit einer trendhaften Reduktion auf die
therapeutische Intervention verglichen mit der PBS-Kontrolle (Abb. 36A). Dennoch la¨sst sich festhal-
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ten, dass die rhPTX3-Intervention zu einer deutlich messbaren Schadensminderung im Nierenpa-
renchym gefu¨hrt hat.
Passend dazu war ebenso eine verminderte mRNA-Expression der NF-κB-Untereinheit Rela
in der rhPTX3-behandelten Interventionsgruppe zu detektieren, was fu¨r eine verminderte Aktivierung
des Immunsystems spricht (Abb. 36E). Auch die Expression von Ccl5, einem wichtigen Chemokin,
welches die Rekrutierung von T-Zellen und pro-entzu¨ndlichen Monozyten vermittelt, geht durch die
rhPTX3-Therapie signifikant zuru¨ck (Abb. 36F).
Als zu Grunde liegender Mechanismus fu¨r den schadens- und entzu¨ndungshemmenden Effekt
von rhPTX3 wurde - analog zu den IRI-Experimenten - die Modulation der Extravasation von Immun-
zellen in die gescha¨digte Niere durch eine kompetitive Inhibierung der P-Selektin-Psgl-1-Interaktion
vermutet. Der reduzierten Pra¨senz von pro-entzu¨ndlichen Immunzellen folgt demnach eine reduzier-
te Immunzell-vermittelte sekunda¨re Gewebescha¨digung.
Abbildung 37: Effekt der rhPTX3-Gabe auf intrarenale Immunzellpopulationen bei akuter Oxalatnephro-
pathie. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 33 beschriebenen Versuches wurden (A) Paraffinschnitte der Nieren
hergestellt, immunhistochemisch fu¨r Ly6G gefa¨rbt und die positiv gefa¨rbte Fla¨che quantifiziert, sowie (B) Ge-
samtnierenzellsuspensionen durchflusszytometrisch auf den prozentualen Anteil von (B) Neutrophilen, (C)
CD103 negativen und (D) Cd103 positiven DCs hin untersucht. Die dargestellten Daten stammen aus zwei
unabha¨ngigen Experiment mit jeweils 5 Tieren pro Interventionsgruppe und Experiment.
Die ersten Immunzellen, die bei der akuten Oxalatnephropathie in die Nieren einwandern sind
wie bei der IRI neutrophile Granulozyten. Immunhistochemisch beurteilt zeigt die rhPTX3-Therapie
einen leichten Trend hin zu einer Reduktion der Neutrophilen-Pra¨senz (Abb. 37A). In der Durchfluss-
zytometrie ließ sich dieser Trend besta¨tigen und erreichte statistische Signifikanz (Abb. 37B). Neben
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Neutrophilen geho¨ren auch Dendritische Zellen (DCs) zu den ersten Immunzellen des angeborenen
Immunsystems die auf immunogene Gewebescha¨den reagieren. Das DC-sta¨mmige Integrin CD103
vermittelt dabei die Pra¨sentation von Antigenen gegenu¨ber CD8 positiven T-Zellen, die zuna¨chst eine
pro-entzu¨ndliche und zytotoxische Rolle in der Immunantwort einnehmen. Der rhPTX3-Bolus fu¨hrte
in den Nieren der behandelten Tiere zu einer profunden Reduktion der CD103 positiven DCs (Abb.
37D). Allerdings ist die Gesamtpopulation der DCs nicht verschwunden, wie in Abb. 37C zu sehen
ist, lediglich die CD103-Expression ist durch die rhPTX3 Behandlung herunter reguliert worden.
Zusammenfassend hat die therapeutische Anwendung von rhPTX3 im Modell der akuten Oxalat-
nephropathie gegenu¨ber der Kontrollgruppe zu einer signifikant besseren Nierenfunktion, einem ge-
ringeren Expressionslevel der Schadens- und Entzu¨ndungsmarker sowie einer geringeren Rekrutie-
rung von Neutrophilen gefu¨hrt. Damit konnte gezeigt werden, dass der therapeutische Erfolg von
rhPTX3 in der akut-entzu¨ndlichen Phase nach Nierenscha¨digung nicht ein isoliertes Pha¨nomen des
IRI-Models darstellt. Ob der zugrunde liegende Mechanismus der gleiche ist, bleibt an dieser Stel-
le unbeantwortet. Unklar ist außerdem, welche Rolle endogenes Ptx3 im Pathomechanismus der
akuten Oxalatnephropathie spielt.
4.5 Rolle von endogenem Ptx3 in der akuten Oxalatnephropathie
Beide Fragen sollten im Folgenden durch die Induktion einer akuten Oxalatnephropathie in Ptx3+/+
und Ptx3-/- Geschwistern nach dem im Abb. 38 beschriebenen Design und die anschließende Pha¨no-
typisierung adressiert werden.
Abbildung 38: Versuchsanordnung zur Testung der Rolle von endogenem Ptx3 bei akuter Oxalatne-
phropathie. Ma¨nnliche Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen im Alter von 7-8 Wochen wurden wie folgt behandelt: (1) 10
ml/kg KG PBS i.p. sowie (2) 100 mg/kg KG Natriumoxalat i.p. (in 10 ml/kg KG). Die Natriumoxalat-behandelten
Tiere erhielten zudem eine 3 %-ige Natriumoxalatlo¨sung anstelle des normalen Trinkwassers der Kontrollgrup-
pe. Allen Tieren stand fu¨r die Versuchsdauer Futter ad libitum zur Verfu¨gung. Nach 24 h wurde der Versuch
durch zervikale Dislokation und Entnahme der Nieren zur weiteren Prozessierung beendet.
Sofern der therapeutische Erfolg der rhPTX3-Gabe prima¨r auf demselben immunmodulatori-
schen Effekt basiert, der von Lech et al. [151] fu¨r die IRI beschrieben wurde, so wa¨re in den Ptx3-/-
Tieren im Vergleich zu ihren Ptx3+/+ Geschwistern mit einer erho¨hten Zahl infiltrierender Neutrophile
und einer dadurch verursachten schwerwiegenderen Nierenscha¨digung zu rechnen.
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Nach Durchfu¨hrung der Experimente und histochemischer Fa¨rbung der angefertigten Paraffin-
schnitte nach Pizzolato ließ sich mit Sicherheit sagen, dass sich die Kristalldeposition in den Nieren
von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren nicht voneinander unterschied (Abb. 39). Damit war die Grundvoraus-
setzung der Vergleichbarkeit der Genotypen miteinander gegeben.
Abbildung 39: CaOx-Kristalldeposition bei akuter Oxalatnephropathie in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen.
Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 38 beschriebenen Versuches wurden die Tiere geopfert, die Nieren entnom-
men, aufbereitet und immunhistochemisch auf die Pra¨senz von CaOx-Kristallen hin untersucht. Die in (B)
exemplarisch dargestellten Gesamtnierenschnittaufnahmen wurden mit Hilfe des Pizzolato-Scores semiquan-
titativ ausgewertet (A). Die dargestellten Daten stammen aus drei unabha¨ngigen Experiment mit mindestens
5 Tieren pro Interventionsgruppe und Experiment.
Abbildung 40: Exkretorische Nierenfunktion bei akuter Oxalatnephropathie in Ptx3+/+ und Ptx3-/-
Ma¨usen. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 38 beschriebenen Versuches wurde Blutplasma von den Tieren
gewonnen und die Konzentrationen von (A) Kreatinin und (B) Harnstoff-Stickstoff betsimmt. Die dargestell-
ten Daten stammen aus drei unabha¨ngigen Experiment mit mindestens 5 Tieren pro Interventionsgruppe und
Experiment.
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Beide Genotypen reagierten gleichermaßen mit einer Erho¨hung des Plasmakreatinins und
Blut-Stickstoff-Harnstoffs (BUN) auf die Behandlung mit Natriumoxalat (Abb. 40A&B). Allerdings ließ
sich kein Unterschied hinsichtlich der Verschlechterung der exkretorischen Nierenfunktion zwischen
beiden Genotypen feststellen.
Abbildung 41: mRNA Expressionsprofil von Nierenschadens- und Enzu¨ndungsmarker bei akuter
Oxalatnephropathie in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 38 beschriebenen Ver-
suches wurde Gesamt-RNA aus den Nieren gewonnen, umgeschrieben und per qPCR fu¨r die Expression von
(A) Havcr1, (B) Lcn2, (C) Gsta1, (D) Gstp1, (E) Ccl5 und (F) Il6 analysiert und auf das jeweilige Level der 18S
rRNA normalisiert. Die dargestellten Daten stammen aus zwei unabha¨ngigen Experiment mit jeweils 5 Tieren
pro Interventionsgruppe und Experiment.
Zur Beantwortung der Frage ob sich Unterschiede im Scha¨digungsgrad der Nieren zwischen
Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren feststellen ließen, wurde Gesamt-RNA aus dem Nierenparenchym gewon-
nen, umgeschrieben und per qPCR analysiert. Die etablierten Schadensmarker Havcr1, Lcn2, Gs-
ta1 und Gstp1 (Abb. 41A-D) zeigten analog zu der Verschlechterung der Nierenfunktion auf mRNA-
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Ebene einen signifikanten Anstieg in beiden Genotypen. Zwischen Oxalat-behandelten Ptx3+/+ und
Ptx3-/- Tieren war wiederum kein Unterschied festzustellen.
Passend dazu konnten auf mRNA-Ebene ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Entzu¨ndungs-
mediatoren Ccl5 und Il6 (Abb. 41E&F) festgestellt werden. Auch hinsichtlich dieser Parameter rea-
gierten Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tiere gleichermaßen auf die Oxalat-Behandlung.
Die Konsistenz dieser Ergebnisse la¨sst wenig Zweifel daran, dass eine konstitutive Ptx3-Defizi-
enz keinen Einfluss auf den Schweregrad einer akuten Oxalatnephropathie unter den gewa¨hlten
Bedingungen hat. Wie in Abb. 42 gezeigt, wird endogenes Ptx3 im Krankheitsverlauf von C57BL/6N
Tieren nicht reguliert. Zusammengenommen mit den Daten aus den Knockout-Experimenten spricht
das dafu¨r, dass endogenes Ptx3 bei akuter Oxalatnephropathie keine Rolle spielt.
Abbildung 42: Intrarenale Ptx3 mRNA Expression im Verlauf nach akuter Oxalatnephropathie. Vor und
nach Induktion einer akuten Oxalatnephropathie an den Tagen 0, 1 und 5 wurde die Expression von Ptx3 in
den Nieren von C57BL/6N Tieren (ma¨nnlich, 7-8 Wochen) mittels qPCR untersucht. Dargestellt sind Daten
von 5 Tieren pro Zeitpunkt.
Es bleibt die Frage, ob die Absenz von endogenem Ptx3 in diesem Modell zu einer vermehr-
ten Leukozyteninfiltration in die Nieren fu¨hrt. Die Zahl der infiltrierenden Neutrophilen zeigt keine
Abha¨ngigkeit vom Genotyp (Abb. 43A). Die Zahl der infiltrierenden Monozyten hingegen ist in den
Ptx3-/- Ma¨usen statistisch signifikant erho¨ht (Abb. 43B). Diese Daten erscheinen diskrepant, da Neu-
trophile und infiltrierende Monozyten gleichermaßen Psgl-1 (den von Ptx3 verdra¨ngten P-Selektin-
Liganden) in hoher Konzentration exprimieren [108], sodass eine pra¨ferentielle Infiltration von Mono-
zyten gegenu¨ber Neutrophilen unwahrscheinlich erscheint.
An dieser Stelle lies sich festhalten, dass entgegen der aufgestellten Hypothese die Absenz
von Ptx3 im Modell der akuten Oxalatnephropathie nicht zu einer konsistenten Erho¨hung der Zahl
infiltrierender Immunzellen fu¨hrt.
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Abbildung 43: Durchflusszytometrische Quantifizierung infiltrierender Leukozyten in Ptx3+/+ und Ptx3-/-
Ma¨usen bei akuter Oxalatnephropathie. Nach Durchfu¨hrung des in Abb. 38 beschriebenen Versuches wurde
ein Gesamtnierenzellsuspension hergestellt und der Anteil an (A) Neutrophilen und (B) infiltrierenden Mono-
zyten durchflusszytometrisch bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus einem Experiment mit 5 Tieren
pro Gruppe.
4.6 Rolle von endogenem Ptx3 bei chronischer Oxalatnephropathie
Wie bereits in Kapitel 4.4 angesprochen, scha¨digen CaOx-Kristalle die Nieren durch eine Reihe von
Mechanismen. Ein bisher noch nicht erwa¨hnter, wichtiger Pathomechanismus ist die Obstruktion des
tubula¨ren Lumens mit Kristallen. Die schrittweise Aufkonzentration des glomerula¨ren Filtrats sowie
die aktive Sezernierung von Kalzium durch Tubuluszellen fu¨hrt dazu, dass das Lo¨slichkeitsprodukt
von Kalzium- und Oxalationen u¨berschritten wird, eine u¨bersa¨ttigte Lo¨sung entsteht und Kalziu-
moxalat als Feststoff auskristallisiert (Abb. 44). Einzelne Kristalle adha¨rieren an der luminalen Mem-
bran renaler Tubuluszellen indem sie an Annexin A2 oder CD44 binden. Damit stellen sie immobile
Nuklei fu¨r die Bildung gro¨ßerer polykristalliner Strukturen dar, die das Tubuluslumen zu obstruieren
und die Nieren akut oder dauerhaft zu scha¨digen vermo¨gen [180].
Im Modell der akuten Oxalatnephropathie spielt dieser Mechanismus vermutlich auch eine Rol-
le, wenn auch eine untergeordnete. Hier wird das gesamte Nierenparenchym in ku¨rzester Zeit mit
Oxalationen u¨bersa¨ttigt. Die ausfallenden Kristalle finden sich dabei vermehrt im Interstitialraum und
nicht im tubula¨ren Lumen, weshalb hier Zelltod und Entzu¨ndung als Pathomechanismen im Vorder-
grund stehen.
Das Modell der chronischen Oxalatnephropathie hingegen induziert eine langsamere U¨bersa¨t-
tigung mit Oxalationen, die mehrere Tage bis eine Woche dauern kann. Das u¨ber das Futter aufge-
nommene Natriumoxalat wird im Darm resorbiert und in den Nieren aus dem Blut frei filtriert. Die
U¨berschreitung des Lo¨slichkeitsproduktes von Kalzium- und Oxalationen findet daher prima¨r im tu-
bula¨ren Lumen statt. Anders als beim akuten Modell sorgt die Fu¨tterung mit einer Natriumoxalat-
angereicherten Dia¨t fu¨r eine konstante Exposition, sodass die zu einem Zeitpunkt entstandenen
Kristalle nicht mehr verschwinden, sondern im Gegenteil weiter wachsen ko¨nnen. Auch hier kommt
jedoch das zytotoxische Potential der CaOx-Kristalle zum tragen und verursacht immmunogenen
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Abbildung 44: Kalziumoxalat-induzierte Nephrokalzinose in Mensch und Maus. (A-C) CaOx-Kristalle,
die durch Phasenkontrastmikroskopie in Formalin-fixierten Nierenschnitten sichtbar gemacht werden ko¨nnen,
lagern sich an der luminalen Seite der Tubuli an und obstruieren ganze Tubulusquerschnitte. (A) Nierenbiopsie
eines Patienten mit Nephrokalzinose (aus [128]). (B&C) Nephrokalzinose in C57BL/6N Ma¨usen nach 3 Wochen
Oxalat-reicher Dia¨t.
Zelltod und Entzu¨ndung, welche die Verschlechterung der Nierenfunktion im Verlauf beschleunigen.
Ptx3 wird nicht nur von Immunzellen, sondern auch von renalen Tubuluszellen exprimiert [124,193]. Wie
in Kapitel 1.5 erwa¨hnt, fungiert Ptx3 vielfach als Opsonin und bindet eine Reihe von DAMPs, darun-
ter z.B. Histone, die bei Formen des nicht-apoptotischen Zelltods frei werden und selbst zytotoxisch
sind. Auch ist nicht auszuschließen, dass Ptx3 mit Oxalatkristallen direkt interagiert.
Die Rolle, die Ptx3 in diesem Pathomechanismus summa summarum spielen ko¨nnte, war
schwer abzuscha¨tzen. Nach Meinung des Autors standen die folgenden drei mo¨glichen Effekte zur
Diskussion: (A) Ptx3 fungiert als CaOx-Kristalle-Opsonin und beeinflusst die Kristallaggregierung und
-deposition. (B) Die Kristalldeposition ist nicht vera¨ndert, Ptx3 neutralisiert bei nekrotischem Zelltod
frei werdende DAMPs, wie z.B. Histone und beeinflusst damit den Scha¨digungsgrad. (C) Die Kristall-
deposition und der resultierende Zellschaden sind nicht vera¨ndert, dafu¨r moduliert Ptx3 die Infiltration
von Immunzellen in das gescha¨digte Gewebe.
Zur Untersuchung dieser Fragestellungen sollten Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨use u¨ber die Dauer von
3 Wochen mit Natriumoxalat-reicher Dia¨t gefu¨ttert und Kristalldeposition, Nierenscha¨digung, exkre-
torische Nierenfunktion und Immunzellrekrutierung im Verlauf untersucht werden (Abb. 45).
In einer vorangegangenen Studie, die der Autor der vorliegenden Arbeit in Zusammenarbeit mit
Herrn Shrikant Mulay durchgefu¨hrt hat, wurde der Frage nachgegangen, in welchen der ga¨ngigen
Maussta¨mmen das chronische Oxalatmodell induzierbar ist. Dazu wurden ma¨nnliche und weibliche
Tiere der Sta¨mme C57BL/6N, BALB/c und CD-1 fu¨r 3 Wochen entweder mit Kontroll- oder Oxalatdia¨t
gefu¨ttert. Die nach Beendigung des Versuchs angestellten Analysen befassten sich mit dem Ausmaß
der CaOx-Kristalldeposition, der exkretorischen Nierenfunktion und dem Nierengewicht.
Nur in BALB/c Ma¨nnchen sowie C57BL/6N Ma¨nnchen und Weibchen fu¨hrte die Fu¨tterung
mit Oxalat zu einer Kristalldeposition (Abb. 46A&B), parenchymalem Schaden (Abb. 46C&D) und
einer Einschra¨nkung der exkretorischen Nierenfunktion (Plasmakreatinin- und Stickstoff-Harnstoff-
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Abbildung 45: Versuchsanordnung zur Generierung einer Hyperoxalurie-induzierten Nephrokalzinose.
Tag 0: Urinabnahme und GFR-Messung, Start der Exposition mit Spezialfutter. Tag 7 und 14: GFR-Messungen,
teilweiser Versuchsabschluss fu¨r histologische Untersuchungen und Durchflusszytometrie. Tag 21: Urinabnah-
me und GFR-Messung, endgu¨ltiger Versuchsabschluss durch zervikale Dislokation und Entnahme der Nieren
zur weiteren Prozessierung.
Clearance, Abb. 46E&F). Frau Stefanie Steiger, ebenfalls Teil der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. An-
ders, fu¨hrte den gleichen Versuch auch fu¨r Tiere des Hintergrunds 129/SV durch und konnte weder
Kristalldeposition noch Nierenfunktionseinschra¨nkung beobachten (Daten nicht gezeigt). Welche Un-
terschiede zwischen den Geschlechtern und Hintergru¨nden dazu fu¨hren, dass sich aus einer Hyper-
oxalurie eine Nephrokalzinose entwickelt, ist nach Wissen des Autors bis dato ungekla¨rt. Entschei-
dend fu¨r die Hypothese des geplanten Experiments mit Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen war an dieser
Stelle, dass auf Grund des gemischten 129/SV-C57BL/6-Hintergrunds der Tiere nicht zwingend mit
einer erfolgreichen Modellinduktion, also einer CaOx-Kristalldeposition, zu rechnen war.
Die CaOx-Kristalldeposition ha¨ngt prima¨r von der Exposition der Tiere mit Oxalat ab. Den
Ma¨usen beider Genotypen stand das Oxalat-reiche Futter fu¨r die Dauer des Experiments ad libitum
zur Verfu¨gung, dennoch kann nicht zwangsla¨ufig von einer vergleichbaren Futteraufnahme ausge-
gangen werden. Ein etabliertes Verfahren zur U¨berpru¨fung der Exposition mit Oxalat ist die kolorime-
trische Bestimmung von Oxalsa¨ure in angesa¨uertem Urin (Hyperoxalurie). Die Fu¨tterung von Ptx3+/+
und Ptx3-/- Tieren mit Oxalat-reicher Dia¨t fu¨r 3 Wochen fu¨hrte in beiden Genotypen zu erho¨hten
Oxalsa¨ureleveln im Urin. Zwischen den Gruppen lies sich hingegen kein Unterschied feststellen (Abb.
47A).
Trotz gleicher Exposition der Nieren der Ptx3+/+ Tiere zeigten nur Ptx3-/- Ma¨use den erwarteten
Pha¨notyp progredienter Deposition von CaOx im Verlauf des Experimentes (Abb. 47B&C). Dieser
Befund zeigt deutlich, dass endogenes Ptx3 eine entscheidende Rolle in der Ausbildung einer Ne-
phrokalzinose bei Hyperoxalurie spielt. Der Frage, warum die Ptx3+/+ Tiere keine Kristalldeposition
trotz Hyperoxalurie zeigen, wurde nicht detailliert nachgegangen. Basierend auf den Daten von Abb.
46 ist jedoch anzunehmen, dass der gemischte 129/SV-C57BL/6-Hintergrund, a¨hnlich wie 129/SV
und CD-1 Tiere, nicht empfa¨nglich fu¨r CaOx-induzierte Nephrokalzinosen ist.
Die Ptx3-/- Tiere zeigten eine zunehmende Scha¨digung des Nierenparenchyms (Abb. 48A&B),
eine progrediente Entzu¨ndungsreaktion in Form von infiltrierenden Immunzellen (Abb. 48C) und eine
abnehmende exkretorische Nierenfunktion (Abb. 48D) im Verlauf der Oxalat-Fu¨tterung. Passend zu
der fehlenden Nephrokalzinose in Ptx3+/+ Tieren waren alle erhobenen Parameter unauffa¨llig und
wiesen auf keine Nierenpathologie hin (Abb. 48A-D).
Nach 3 Wochen zeigten die Oxalat-gefu¨tterten Ptx3-/- Tiere eine signifikant erho¨hte Expressi-
on von Acta2 im Nierenparenchym, was auf eine erho¨hte Pra¨senz und Aktivita¨t von Myofibroblasten
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Abbildung 46: Renale CaOx-Kristalldeposition und Plasmakreatininlevel in verschiedenen Maus-
sta¨mmen nach Oxalat-reicher Dia¨t. Ma¨nnchen und Weibchen der Maussta¨mme BALB/c, C57BL/6N und
CD-1 wurden im Alter von 7-8 Wochen fu¨r 3 Wochen mit Kontroll-Futter oder Oxalat-reicher Dia¨t gefu¨ttert.
Nach Versuchsende wurden CaOx-Kristalldeposition in den Nieren (A) auf Basis der Pizzolato-Fa¨rbung (B),
parenchymlae Scha¨digung (C) an Hand von PAS-Fa¨rbungen (D) und die exkretorische Nierenfunktion anhand
von Plasmakreatinin (E) und Stickstoff-Harnstoff (F) bestimmt. Dargestellt sind Daten aus einem Experiment
mit je 5 Tieren pro Mausstamm und Geschlecht. Es sind nur statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Kontroll- und Oxalat-Futter behandelten Tieren innerhalb eines Stammes und Geschlechts angegeben.
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Abbildung 47: Renale CaOx-Kristalldeposition in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren bei Hyperoxalurie. Ptx3+/+
und Ptx3-/- Ma¨use wurden fu¨r 3 Wochen mit Oxalat-reicher Dia¨t ad libitum gefu¨ttert. (A) Oxalsa¨urelevel im
Urin der Tiere vor Beginn und am Ende des Experiments. (B) CaOx-Kristalldeposition in den Nieren der Tiere
1,2 und 3 Wochen nach Beginn der Fu¨tterung quantifiziert auf Basis der in (C) repra¨sentativ dargestellten
und fu¨r Kalziumoxalat nach Pizzolatos Methode gefa¨rbten Paraffin-Nierenschnitte. Die Daten stammen aus
zwei unabha¨ngigen Experimente mit insgesamt 9 Tieren pro Zeitpunkt (10-12 Wochen, weiblich). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen einem Beprobungszeitpunkt und dem Referenzzeitpunkt innerhalb eines
Genotyps sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren zu einem bestimmten Zeit-
punkt mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
hindeutet (Abb. 49A&B), ein typisches Zeichen fu¨r chronisches Nierenversagen (CNV). Zusammen-
fassend zeigen diese Daten, dass die Defizienz von Ptx3 in diesem speziellen Mausstamm unter
hyperoxaluren Bedingungen fu¨r die Entwicklung einer Nephrokalzinose und CNV ausschlaggebend
ist.
Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wa¨re zuna¨chst ein Experiment denkbar in dem C57BL/6N
Tiere mit Oxalat-reicher Dia¨t gefu¨ttert und gleichzeitig mit rhPTX3 oder PBS therapiert werden. Ge-
gen dieses Design sprechen zwei Argumente: Zum einen wa¨re auf Grund der Dauer des Experiments
von 3 Wochen (bis zur Ausbildung eines CNV) der Bedarf an rekombinantem Protein jenseits des-
sen, was sich im Rahmen dieses Projekts bereitstellen ließe. Zum anderen ist das PTX3-Oktamer ca.
340 kDA groß, sodass es nicht frei aus dem Blut gefiltert und im tubula¨ren Lumen ankommen wu¨rde.
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Abbildung 48: Pha¨notypisierung der Nierenpathologie bei Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren im Verlauf bei Hy-
peroxalurie. (A) Schadensscore des kortikalen und medulla¨ren Nierensegments im Verlauf auf Basis der in
(B) exemplarisch fu¨r Woche 3 dargestellten PAS-Fa¨rbungen. (C) Durchflusszytometrisch bestimmte Leukozy-
teninfiltration und (D) transkutan bestimmte glomerula¨re Filtrationsrate im Verlauf. Die Daten stammen aus
zwei unabha¨ngigen Experimente mit insgesamt 9 Tieren pro Zeitpunkt (10-12 Wochen, weiblich). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen einem Beprobungszeitpunkt und dem Referenzzeitpunkt innerhalb eines
Genotyps sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren zu einem bestimmten Zeit-
punkt mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Denkbar wa¨re auch die Verwendung einer Mauslinie, die Ptx3 u¨berexprimiert [69,244], allerdings ist
diese bisher nur im CD-1 Hintergrund verfu¨gbar und damit fu¨r diesen Versuch ungeeignet.
Somit blieb zuna¨chst nur, die Ptx3-Proteinexpression bei Hyperoxalurie in vivo zu untersuchen.
Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene anti-Ptx3-Antiko¨rper und Fixierungsmetho-
den getestet, um die Proteinexpression in vivo sichtbar zu machen. Da diese Versuche ohne Er-
folg blieben wurden Paraformaldehyd-fixierte und kryokonservierte Nieren von Ptx3+/+ und Ptx3-/-
Tieren, die fu¨r 3 Wochen entweder Kontroll- oder Oxalat-Futter erhalten hatten, verblindet an Ce-
cilia Garlanda und Alberto Mantovani u¨bergeben. Deren Arbeitsgruppe entwickelte einen eigenen
Antiko¨rper und ein optimiertes Fa¨rbeprotokoll, das spezifische Ergebnisse liefert (Abb. 50B). Die
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Abbildung 49: Nierenfibrosierung in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren bei Hyperoxalurie. (A) Quantifizierung der
in (B) exemplarisch dargestellten immunhistochemischen Acta2-Fa¨rbungen der Nieren von Ptx3+/+ und Ptx3-/-
Ma¨usen 3 Wochen nach Beginn der Exposition mit Kontroll- oder Oxalat-Futter. Die Daten stammen aus zwei
unabha¨ngigen Experimenten mit insgesamt 9 Tieren pro Zeitpunkt (10-12 Wochen, weiblich). Statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen einem Beprobungszeitpunkt und dem Referenzzeitpunkt innerhalb eines Ge-
notyps sind mit Rauten (#), Unterschiede zwischen Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren zu einem bestimmten Zeitpunkt
mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
gefa¨rbten Schnitte wurden zuru¨ckgesandt und durch den Autor dieser Arbeit befundet und ausgewer-
tet (Abb. 50A). Die Ergebnisse zeigen, dass Ptx3 in Wildtyptieren des gemischten 129/SV-C57BL/6N-
Hintergrunds nach Exposition mit Oxalat-Futter in den renalen Tubuluszellen sehr deutlich hochregu-
liert wird. Die Ptx3-/- Tiere zeigten entsprechend kein Signal. Bei einer direkten Interaktion zwischen
Ptx3 und den im tubula¨ren Lumen pra¨senten CaOx-Kristallen wa¨re auch denkbar, dass sich das
Protein im Urin nachweisen ließe, was die Ergebnisse der Fa¨rbung stu¨tzen wu¨rde. Tatsa¨chlich war
Ptx3 unter physiologischen Bedingungen im Urin von Ptx3+/+ Tieren per Western Blot nicht nachweis-
bar, konnte nach 3 Wochen Oxalat-Fu¨tterung allerdings zweifelsfrei detektiert werden (Abb. 50C&D).
Als Ladekontrolle fu¨r das Gesamturinprotein diente hier nach dem Vorbild von Jaillon et al. [119] die
Ponceau Red Fa¨rbung von a2u-Globulinen.
Zusammengenommen mit der fehlenden Kristalldeposition in hyperoxaluren Ptx3+/+ Ma¨usen
besta¨tigen diese Ergebnisse, dass Ptx3 eine aktive Rolle im Pathomechanismus der Nephrokalzinose
einnimmt. Hinsichtlich eines Erkla¨rungsversuches fu¨r den zugrundeliegenden Mechanismus ru¨ckte
die Hypothese, dass Ptx3 als Opsonin fu¨r CaOx-Kristall fungiert, in den Vordergrund.
Um diese Mo¨glichkeit zu untersuchen wurde ein in chemico-Experiment durchgefu¨hrt, in dem
die Wirkung von rhPTX3 auf die Gro¨ße von CaOx-Kristallen untersucht wurde. Die Generierung
von CaOx-Kristallen in chemico unter verschiedenen Bedingungen wurde detailliert u.a. bei Thong-
boonkerd et al. [261] und Chaiyarit et al. [42] beschrieben. Basierend auf diesen Arbeiten wurde ein
Protokoll entwickelt, dass die Generierung von mikroskopisch gut differenzierbaren CaOx-Kristallen
ermo¨glicht (siehe Kap. 3.7). In Ku¨rze, 10 mM NaC2O4 wurde mit 100 pm bis 10 µM rhPTX3 oder
gleichem Volumen PBS homogen gemischt und bei 4 ◦C u¨ber Nacht inkubiert. Im Anschluss wur-
de zu allen Ansa¨tzen 1 mM CaCl2 gegeben und die Lo¨sung fu¨r weitere 24 h bei 4 ◦C inkubiert.
Die Bestimmung der Kristallgro¨ße erfolgte per Aufnahme lichtmikroskopischer Bilder und der Kristall-
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Abbildung 50: Ptx3-Proteinexpression bei Hyperoxalurie in Ptx3+/+ Tieren. Weibliche Ptx3+/+ und Ptx3-/-
Tiere im Alter von 10-12 Wochen wurden fu¨r 3 Wochen mit Oxalat- oder Kontroll-Futter gefu¨ttert (n=5). Die
Nieren wurden nach dem in Kap. 3.3.2 beschriebenen Protokoll fu¨r Ptx3 gefa¨rbt: (A) Semiquantitative Aus-
wertung der in (B) exemplarisch dargestellten Nierenschnitte. Vor Beginn und am Ende der Oxalat-Fu¨tterung
von 6 weiblichen Ptx3+/+ Ma¨usen im Alter von 10-12 Wochen wurde Urin abgenommen und wie in 3.1.10 be-
schrieben aufbereitet: (C) Quantifizierung der optischen Dichte von anti-Ptx3-gefa¨rbten Western Blots fu¨r Ptx3
und der a2u-Globulin-Ladekontrolle (siehe Kap. 3.5.3) aus 2 unabha¨ngigen Analysen und (D) repra¨sentative
Darstellung eines Blots.
fla¨chenberechnung per ImageJ. Abbildung 51 A zeigt, dass rhPTX3 in chemico die Gro¨ße der sich
bildenden CaOx-Kristalle dosisabha¨ngig reduziert. Um zu zeigen, dass es sich dabei nicht um einen
unspezifischen Effekt der ho¨her konzentrierten Proteinlo¨sung z.B. auf Grund vera¨nderter Viskosita¨t
handelt [90], wurde der Effekt von 10 µM bovinem Serumalbumin (BSA) mit dem von 10 µM rhPTX3
in einem weiteren Experiment direkt verglichen (Abb. 51B). Dabei besta¨tigte sich, dass rhPTX3 die
Gro¨ße der CaOx-Kristalle signifikant zu verkleinern vermag, a¨quimolares BSA hingegen nicht. Zur
U¨berpru¨fung dieser Ergebnisse mit einer anderen Methodik wurden rhPTX3- und BSA-haltige Kris-
tallsuspensionen auch durchflusszytometrisch untersucht. Hier diente die Signalsta¨rke des Forward
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Abbildung 51: In chemico Inhibierung der Kristallisation von CaOx durch rhPTX3. CaOx-Kristalle wur-
den wie in Kap. 3.7 beschrieben hergestellt. (A) Quantifizierung der Kristallgro¨ßen mit ImageJ nach Zugabe
aufsteigender Konzentrationen von rhPTX3 an Hand von durchlichtmikroskopischen Aufnahmen. Die Daten
stammen aus 3 unabha¨ngigen Experimenten. (B-D) Der Effekt von 10 µM rhPTX3 auf die Kristallgro¨ße wur-
de (B) durchlichtmikroskopisch und (C) durchflusszytometrisch mit a¨quimolarem BSA verglichen. (C) Relative
Ha¨ufigkeit gemessener FSC-Intensita¨ten von Kristallpra¨parationen mit BSA oder rhPTX3. (D) Quantifizierung
der in (C) dargestellten Ergebnisse. Die Daten stammen aus 2 unabha¨ngigen Experimenten.
scatter (FSC) als Maß fu¨r die Partikelgro¨ße. Die Histogramme in Abbildung 51C zeigen, dass der Ein-
satz von rhPTX3 zu einer deutlichen Verschiebung der anna¨hernd normalverteilten (BSA) zu einer
rechtsschiefen/ linkssteilen (rhPTX3) Verteilung fu¨hrt. Dieser Befund zeigt sich in der Quantifizierung
der FSC-Verteilung als statistisch signifikant (51D).
Der genaue Mechanismus der Kristallisationsinhibierung bleibt an dieser Stelle noch unklar.
Denkbar wa¨re jedoch, dass rhPTX3 sich an kleine Kristalle anlagert - a¨hnlich einem Opsonin - und
das weitere Wachstum der Kristalle durch Anlagerung von weiterem CaC2O4 dadurch unterbindet.
Somit blieben die Kristalle bei einer bestimmten Gro¨ße stehen und wa¨ren durch rhPTX3 gleichsam
maskiert. Der Beweis fu¨r diese Hypothese ist allerdings nicht erbracht.
Damit sich in vivo gro¨ßere Kristallkonglomerate bilden ko¨nnen, die das tubula¨re Lumen ob-
struieren bzw. die Tubuluszellen scha¨digen, ist die Bindung kleiner Kristalle an Adha¨sionsmoleku¨len
entscheidend. Dabei handelt es sich bei Tubuluszellen vor allem um die Oberfla¨chenmoleku¨le Anne-
xin 2 und CD44, deren Expression bei Kontakt mit CaOx-Kristallen hochreguliert wird [180]. Der oben
angefu¨hrten Hypothese folgend wa¨re anzunehmen, dass Kristalle, die mit Ptx3 opsoniert wurden, die
Tubuluszellen nicht zur Expression von Annexin 2 und CD44 veranlassen, da ihre Reaktivita¨t deutlich
herabgesetzt wurde.
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Abbildung 52: Expression von Adha¨sionsmoleku¨len in Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tubuluszellen in vitro und in
vivo nach Oxalat-Stimulation. (A-B) Prima¨re proximale Tubuluszellen wurden aus den Nieren von 3-4 Wo-
chen alten Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen isoliert und fu¨r 24 h mit 500 µg/ml CaOx-Kristallen stimuliert. Die mRNA-
Expression von (A) Cd44 und (B) Anxa2 wurde mittels qPCR in 4 unabha¨ngigen Experimenten bestimmt. (C-F)
Jeweils 6 Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tiere (weiblich, 10-12 Wochen alt) wurden fu¨r 3 Wochen mit Kontrol- oder Oxalat-
dia¨t gefu¨ttert und ihre Formalin-fixierten Nierenschnitte mittels Immunhistochemie fu¨r die Expression von CD44
(C-D) und Annexin II (E-F) untersucht. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Interventionen sind
mit Rauten (#), Unterschiede zwischen Ptx3+/+ und Ptx3-/- mit Sternchen (∗) gekennzeichnet.
Zur Untersuchung der Expression dieser Oberfla¨chenmoleku¨le in Abha¨ngigkeit von Kristallex-
position und der Rolle von Ptx3 wurden aus 3-4 Wochen alten Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen prima¨re
proximale Tubuluszellen isoliert und in vitro fu¨r 24 h mit CaOx-Kristallen stimuliert (siehe Kap. 3.6).
Die Kristallkonzentration von 500 µg/ml ist so gewa¨hlt, dass die Zellen fla¨chendeckend mit CaOx in
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Beru¨hrung kommen ohne die Viabilita¨t einzuschra¨nken. Nach Isolation der Gesamt-RNA, RT-PCR
und qPCR fu¨r Cd44 und Anxa2 wurde deutlich, dass nur Ptx3-/- Tubuluszellen mit einer Hochregu-
lation der Adha¨sionsmoleku¨le auf die Stimulation mit CaOx reagierten, wa¨hrend sich die Expression
in Ptx3+/+ Zellen gegenu¨ber der PBS-Kontrolle nicht vera¨nderte. Der Befund la¨sst die Vermutung zu,
dass die Tubuluszellen der Ptx3+/+ Tiere nach Stimulation mit den CaOx-Kristallen vermehrt Ptx3 ex-
primierten, welches die Kristalle wiederum opsoniert und die Expression von Cd44 und Anxa quasi
vollsta¨ndig unterbindet.
Dieselbe Beobachtung ließ sich in einem anschließenden Experiment in vivo anstellen, in dem
Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨use fu¨r 3 Wochen mit Oxalat- bzw. Kontrolldia¨t gefu¨ttert wurden. Die immun-
histochemische Fa¨rbung der entsprechenden Nierenschnitte fu¨r Cd44 und Anxa2 ergab eine starke
Positivita¨t beider Adha¨sionsmoleku¨le nur in Oxalatfutter-behandelten Ptx3-/- nicht aber in Ptx3+/+ Tie-
ren.
Zusammengenommen konnte gezeigt werden, dass Ptx3 als CaOx-Kristallisationsinhibitor in
vivo und in chemico fungiert. In dieser Funktion schu¨tzt er Ma¨use unter hyperoxaluren Bedingungen
vor der Ausbildung einer Nephrokalzinose und subsequentem chronischem Nierenversagen.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des Akute-Phase-Proteins Ptx3 in dem weiter ge-
fassten Kontext entzu¨ndlicher Nierenerkrankungen und unter Einbeziehung der Krankheitsdynamik
im Zeitverlauf zu beschreiben. Die Hypothesen, die u¨berpru¨ft werden sollten, waren,
(A) dass therapeutisch eingesetztes rhPTX3 nicht nur im Modell der rIRI [151] sondern auch in ande-
ren entzu¨ndlichen Nierenmodellen protektiv ist,
(B) dieser Effekt letztlich nur bei Intervention in der akuten Scha¨digungsphase in Kraft tritt, wa¨hrend
die therapeutische Intervention mit rhPTX3 in der Regenerationsphase nach der Scha¨digung
ungu¨nstige Effekte zeigt,
(C) bei einem ebenfalls entzu¨ndlichen, chronisch verlaufenden Modell die Rolle von Ptx3 komplexer
ist und andere immunmodulatorische Eigenschaften von Ptx3 jenseits seines Einflusses auf die
Immunzellrekrutierung zum Tragen kommen.
Der Autor konnte zeigen, dass (A) therapeutisch eingesetztes rhPTX3 auch im Modell der aku-
ten, entzu¨ndlichen Oxalatnephropathie protektiv wirkt, (B) ein verspa¨teter therapeutischer Einsatz
von rhPTX3 in der Regenerationsphase nach IRI den Pha¨notyp verschlechtert und (C) endogenes
Ptx3 unter hyperoxaluren Bedingungen als Kristallisations-inhibierendes Moleku¨l fungiert.
5.1 PTX3 und Nekroinflammation
Die Kernhypothese der vorliegenden Arbeit fokussierte sich auf die P-Selektin-inhibierende Eigen-
schaft von Ptx3, die die Extravasation von Immunzellen in entzu¨ndetes Gewebe steuert (Abb. 53A1-
3). Der profunde Einfluss der P-Selektin-abha¨ngigen Rekrutierung von Immunzellen auf die Scha¨di-
gung post-ischa¨mischer Nieren konnte neben den Publikationen der Arbeitsgruppe Anders [151] auch
durch den therapeutischen Einsatz von lo¨slichem Psgl-1 [252,82] oder einem monoklonalem anti-P-
Selektin Antiko¨rper [284] in Ratten gezeigt werden. Beide, der Ligand sowie der Antiko¨rper, da¨mmten
die Extravasation von Leukozyten in die ischa¨misch gescha¨digten Nieren ein und verbesserten den
Pha¨notyp. Diese Ergebnisse unterstreichen den signifikanten Beitrag der P-Selektin-Psgl-1-Signal-
kette im Pathomechanismus der rIRI und stu¨tzen die Hypothese, dass die Interaktion mit P-Selektin
einen wichtigen Wirkmechanismus von Ptx3 darstellt.
Außer Acht gelassen darf dabei nicht werden, dass die immmunmodulatorischen Eigenschaf-
ten von Ptx3 deutlich daru¨ber hinausgehen. So begu¨nstigt die Bindung von Ptx3 z.B. auf apoptoti-
schen Zellen oder extrazellula¨rer Matrix die Rekrutierung von Negativregulatoren des Komplement-
systems (Factor H, Factor H-related protein 5, C4b-binding protein [65,33,56]), was zu einer Verringe-
rung der Aktivita¨t des humoralen Arms der angeborenen Immunreaktion bei entzu¨ndlichen Gesche-
hen fu¨hrt (Abb. 53B1-2) [40]. Das Komplementsystem ist eine der treibenden Kra¨fte im Pathomecha-
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Abbildung 53: Wirkmechanismen von Ptx3 bei renaler Nekroinflammation. Nekroinflammation im Rah-
men akuter Nierenscha¨digung scha¨digt sowohl Tubulus- als auch peritubula¨re Endothelzellen. Ptx3 ko¨nnte
an verschiedenen Pathomechanismen, die hier zusammenwirken, ansetzten. (A1-2) Der P-Selektin-Psgl-1-
Signalweg vermittelt die Adha¨sion von Neutrophilen und anderen Immunzellen und leitet die Extravasation in
das renale Interstitium ein. (A3) Ptx3 kann diese Bindung blockieren. (B1) Die Bindung von Ptx3 an apopto-
tischen Neutrophilen vermittelt die Rekrutierung von Faktor H und anderen Negativregulatoren des Komple-
mentsystems. (B2) Dies wirkt der Komplement-vermittelten Zelllyse durch Membran-Attacke-Komplexe entge-
gen. (C) Ptx3 erleichtert die Erkennung und Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen durch Makropha-
gen. (D) Histone werden bei nicht-apoptotischem Zelltod von (D1) Endothel- und (D2) Epithelzellen freigesetzt.
Extrazellula¨re Histone sind zytotoxisch, sodass sich die Nekrose auf umliegendes Gewebe ausbreitet, und fun-
gieren als DAMPs, sodass sie die Rekrutierung weiterer Immunzellen vermitteln. (D2) Histone werden auch
von Neutrophilen bei der NETose in großem Umfang freigesetzt. Ptx3 ist in der Lage Histone zu neutralisieren.
(E) Lo¨sliches P-Selektin kann Neutrophile in die NETose treiben. Eine Sequestrierung des Selektins durch
Ptx3 ko¨nnte diesem Prozess entgegenwirken.
nismus der rIRI [62]. Somit ist davon auszugehen, dass Ptx3 auch an dieser Stelle Einfluss auf den
Pha¨notyp nimmt.
Jaillon et al. [118] konnten zeigen, dass Ptx3 bei apoptotischen Neutrophilen aktiv aus den zy-
tosolischen Granuli an die Zelloberfla¨che transloziert und damit die Erkennung und Beseitigung der
sterbenden Zellen durch Makrophagen erleichtert (Abb. 53C). Neutrophile sind mit die ersten Leuko-
zyten, die nach einer akuten Tubulusnekrose in die Niere infiltrieren und den entzu¨ndlichen Kollate-
ralschaden einleiten. Dieser Prozess dauert nur wenige Stunden, die Beseitigung toter Neutrophile
kann jedoch mehrere Tage in Anspruch nehmen [32], sodass auch hier anzunehmen ist, dass Ptx3
eine wichtige Rolle bei der Resolution der Entzu¨ndung spielt. In beiden Fa¨llen handelt es sich aus-
dru¨cklich nur um Annahmen, die bisher noch nicht fu¨r die rIRI u¨berpru¨ft wurden.
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Bei verschiedenen Formen des nekrotisches Zelltods, wie sie auch bei der renalen IRI auftre-
ten [160], werden zellula¨re Bestandteile in den Extrazellularraum abgegeben [268], die zum einen direkt
fu¨r die Rekrutierung von Immunzellen [173,174], zu anderen fu¨r die Ausweitung der Nekrose durch
direkte Zytotoxizita¨t sorgen ko¨nnen. Zu diesen Moleku¨len geho¨ren z.B. Histone, deren profunder
Beitrag zur Organscha¨digung bei Entzu¨ndung unter anderem auch im Modell der renalen IRI be-
wiesen werden konnte [6,239,189]. Dabei werden Histone sowohl von nekrotischen renalen Endothel-
und Epithelzellen als auch von Neutrophilen im Rahmen der NETose freigesetzt (Abb. 53D1-2). NE-
Tose beschreibt den Prozess der Freisetzung von de-kondensiertem Chromatin und zytosolischem
Material aus Neutrophilen in Form netzartiger Strukturen, den sog. NETs (neutrophil extracellular
traps) [9]. Das Auftreten von NETs bei renaler IRI und ihre Rolle im Pathomechanismus, u.a. durch
die Freisetzung von Histonen, konnte in den letzten Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen ge-
zeigt werden [189,123]. Daigo et al. [60] lieferten den Beweis, dass Ptx3 die zytotoxischen Effekte von
extrazellula¨ren Histonen in einem experimentellen Sepsismodell neutralisiert, in dem es mit Histonen
co-aggregiert. Auch wenn dieser Effekt fu¨r renale IRI bisher nicht gezeigt werden konnte, ist davon
auszugehen, dass Ptx3 auch mit diesem Aspekt des Pathomechanismus interagiert und protektiv
wirken kann, sei es im vaskula¨ren, interstitiellen oder tubula¨ren Kompartiment (Abb. 53D1-2). Frag-
lich ist jedoch, ob dieser Prozess eine so große biologische Relevanz hat, dass ein messbarer Effekt
auf einen pathophysiologischen Pha¨notyp zu beobachten wa¨re, und ob dieser Effekt von anderen,
wie z.B. der Blockade von P-Selektin-Bindungsstellen und deren Folgen, differenzierbar wa¨re.
Ein weiteres Zusammenspiel der verschiedenen Mechanismen mit einer mo¨glichen Rolle von
Ptx3 ergibt sich aus der Beobachtung, dass Membran-ungebundenes P-Selektin NETose induzieren
kann [76]. Eine Interaktion zwischen Ptx3 und der lo¨slichen Form des Adha¨sionsmoleku¨ls wurde nach
Wissensstand des Autors bisher in der Literatur nicht beschrieben, ist auf Grund der wiederholt positi-
ven Befunde mit gebundenem P-Selektin allerdings stark anzunehmen [66,151]. So ist vorstellbar, dass
Ptx3 lo¨sliches P-Selektin abfa¨ngt und NETose bzw. NETose-vermittelte Zellnekrosen zu unterbinden
hilft (Abb. 53E).
Zelltod und Entzu¨ndung sind zwei Prozesse, die einander bedingen [277], sich aber vor allem ge-
genseitig versta¨rken ko¨nnen. Dieser Versta¨rkungsmechanismus wird Nekroinflammtion genannt [183]
und beschreibt, dass die bei verschiedenen Arten von nekrotischem Zelltod frei werdenden DAMPs
(z.B. Histone) Zelltod und Immunzellrekrutierung fo¨rdern. Die daraufhin infiltrierenden Immunzellen
vermitteln ihrerseits wiederum nekrotischen Zelltod, der weitere DAMPs freisetzt. Basierend auf den
oben beschriebenen Effekten kann man sagen, dass Ptx3 diesem Kreislauf sowohl auf der Zelltod-
als auch der Entzu¨ndungsseite entgegenwirken kann: Zum einen u¨ber die Hilfe zur raschen Besei-
tigung von totem Zellmaterial und der Neutralisierung von zytotoxischen Histonen und zum anderen
u¨ber die Verminderung der Rekrutierung von weiteren Immunzellen und der Herunterregulierung der
Komplement-Aktivierung (Abb. 54).
Somit bleibt unbestritten, dass die P-Selektin-inhibierende Eigenschaft von Ptx3 bei renaler
IRI eine dominante Rolle spielt und den Pha¨notyp gut messbar beeinflusst [151]. Dennoch lassen
sich in der Literatur gute Gru¨nde fu¨r die Annahme finden, dass Komplement-Inhibierung, Histon-
Neutralisierung, die Opsonierung toter Neutrophile und die sekunda¨re Inhibierung von NETose auch
im Kontext von rIRI und Oxalatkristall-induzierter Tubulusnekrose von Ptx3 beeinflusst werden ko¨nnten.
Daher sollte der mo¨gliche Beitrag dieser Mechanismen zum Gesamtpha¨notyp bei der Interpretation
der erhobenen Daten beru¨cksichtigt werden.
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Abbildung 54: Ptx3 inhibiert Nekroinflammation. Diese Abbildung setzt die in Abb. 53 dargestellten Wirk-
mechanismen konzeptionell in Zusammenhang zueinander. Die Literaturlage zu Ptx3 la¨sst diese Schlu¨sse zu,
wobei die jeweiligen (denkbaren) Effektsta¨rken außer Acht gelassen sind. Diese mu¨ssen fu¨r jeden Krankheits-
kontext, in dem Nekroinflammation eine Rolle spielt, gesondert untersucht und entsprechen gewichtet werden.
Fu¨r renale Nekroinflammation wurde bisher nur die Inhibierung der Immunzellinfiltration via P-Selektin bewie-
sen (oben Mitte), die Rolle der anderen Mechanismen bleibt derzeit fu¨r die Niere spekulativ. a induziert eine
Inhibierung,→ eine Versta¨rkung.
5.2 Kompartment-spezifische Effekte von Ptx3
Zieht man die unterschiedlichen Funktionen von Ptx3 in Betracht, die prinzipiell zur Verminderung
der Nekroinflammation beitragen ko¨nnen, sollten ebenso U¨berlegungen zur etwaigen Kompartiment-
Spezifita¨t dieser Funktionen angestellt werden, um die Plausibilita¨t der Annahmen - besonders im
Hinblick auf eine therapeutische Intervention mit rhPTX3 - zu hinterfragen. Auch wenn Ptx3 von
einer Vielzahl von Zellen produziert werden kann, sind es wa¨hrend der akut-entzu¨ndlichen Phase
nach ischa¨mischer Nierenscha¨digung vor allem intrarenale CD11c-positive Zellen, die Ptx3 expri-
mieren [151]. An infiltrierenden Immunzellen sind es vor allem Neutrophile, die durch Degranulation
gro¨ßere Mengen Ptx3 freisetzten, was sowohl im Interstitium als auch endothelialen Lumen die loka-
len Konzentrationen beeinflussen kann [66]. Das la¨sst die Annahme zu, dass endogenes Ptx3 unter
akut entzu¨ndlichen Bedingungen nicht nur im vaskula¨ren Kompartiment u¨ber P-Selektin-Bindung die
Immunzellrekrutierung dezimiert, sondern - je nach Scha¨digungsmuster - sowohl in den Blutgefa¨ßen
als auch im Interstitium zur Verfu¨gung steht um Zelldebris zu opsonieren oder extrazellula¨re Histo-
ne zu neutralisieren. Die Scha¨digung des Nierenendothels spielt in der Pathophysiologie der rIRI
eine dominante Rolle [30]. Direkte mildernde Effekte von Ptx3 in diesem Kompartiment ko¨nnten den
Pha¨notyp merklich positiv beeinflussen.
Diese Zusammenha¨nge sind fu¨r das Versta¨ndnis der Funktion sowohl von endogenem Ptx3
als auch therapeutisch eingesetztem rhPTX3 wichtig. Das Ptx3-Oktamer ko¨nnte unabha¨ngig von
seiner urspru¨nglichen Quelle die endotheliale Barriere wa¨hrend einer florierenden Entzu¨ndungsre-
aktion leicht u¨berwinden, da sich die vaskula¨re Permeabilita¨t in Abha¨ngigkeit von Metalloproteasen
drastisch erho¨ht [250,274]. Die hier vorgestellten Daten zur Pharmakokinetik von rhPTX3 zeigten, dass
das Protein nach 24 oder 48 h zwar in Leber, Milz und Plasma, nicht aber in de Nieren wiederge-
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funden werden konnte. Dieser Befund schließt allerdings nicht die Mo¨glichkeit aus, dass rhPTX3 bei
erho¨hter vaskula¨rer Permeabilita¨t in der entzu¨ndeten, post-ischa¨mischen Niere auch in den Intersti-
tialraum u¨bertreten kann und dort mit Histonen, Zelldebris und apoptotischen Zellen interagiert und
den Krankheitsverlauf auch von diesem Kompartiment aus beeinflusst.
Vor dem Hintergrund der oben na¨her beschriebenen Vielfalt an mo¨glichen Wirkmechanismen,
die Ptx3 bei einer akut entzu¨ndlichen Nierenerkrankung zeigen ko¨nnte, bleibt die Hypothese, dass
therapeutisch eingesetztes rhPTX3 auch in einem anderen Modell außer der rIRI wirksam sein
ko¨nnte, unangetastet.
5.3 PTX3 bei akuter Oxalatnephropathie
Unter den in dieser Arbeit gewa¨hlten Bedinungen ist das Entzu¨ndungsgeschehen bei akuter Oxalat-
nephropahtie im Gegensatz zur renalen IRI vergleichsweise mild. Therapeutisch eingesetztes rhPTX3
zeigte sich pra¨emptiv gegeben als a¨ußerst effektiv bei der Verringerung des Oxalat-induzierten Nie-
renschadens, sodass kaum eine Verschlechterung der exkretorischen Nierenfunktion 24 h nach in-
traperitonealer Oxalat-Gabe feststellbar war. Die Reduktion der infiltrierende Neutrophile durch die
rhPTX3-Behandlung erreichte in der FACS-Auswertung zwar statistische Signifikanz, es scheint al-
lerdings unwahrscheinlich, dass sich dahinter der einzige Grund fu¨r den stark nephroprotektiven
Effekt der Therapie verbirgt. Die deutliche Reduktion der CD103-Expression auf intrarenalen dendri-
tischen Zellen in rhPTX3-therapierten Tieren kann ein Hinweis darauf sein, dass die DCs weniger
Material zur Antigenpra¨sentation fu¨r zytotoxische T-Zellen in den gescha¨digten Nieren vorfinden [221].
Ein Ansatz von rhPTX3 bei der Reduktion der Antigenlast durch Begu¨nstigung der Phagozytose toter
Zellen oder Reduktion von Zelltod durch Histonneutralisierung wu¨rde sich nach dem Konzept der Ne-
kroinflammation auch in einer Reduktion der weiteren Immunzellrekrutierung a¨ußern, was die verrin-
gerten Neutrophilenzahlen ebenso erkla¨ren ko¨nnte, wie die Inhibierung einer P-Selektin-vermittelten
Immunzellrekrutierung. Die Frage, welcher Mechanismus unter den gewa¨hlten Experimentbedingun-
gen dominiert, la¨sst sich hier nicht kla¨ren. Die Ergebnisse sind jedoch zu denen von Lech et al. [151]
kongruent und die Annahme, dass eine Ptx3-abha¨ngige Leukozyteninfiltrations-Blockade substantiell
zur Verbesserung des Pha¨notyps beitra¨gt, erscheint plausibel.
Der Vergleich zwischen Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren im gleichen Modell sollte mehr Einsicht in
die Rolle des endogenen Ptx3 im Pathomechanismus generieren. Nachdem der Befund durch die
rhPTX3-Intervention deutlich aggraviert war, lag zuna¨chst die Vermutung nahe, dass sich die Ptx3-/-
Tiere gegenu¨ber ihren Ptx3+/+ Wurfgeschwistern mit einem schwereren Nierenschaden pra¨sentieren
wu¨rden. Die durchgefu¨hrten Experimenten zeigten allerdings, dass endogenes Ptx3 keinen mess-
baren Einfluss auf die Verschlechterung der exkretorischen Nierenfunktion oder die Expression von
Entzu¨ndungs- und Scha¨digungsmarkern nimmt. Inkonklusiv blieb die durchflusszytometrische Cha-
rakterisierung der intrarenalen Immunzellen. Wa¨hrend die Population der Neutrophilen bei beiden
Genotypen relativ a¨hnlich ausgepra¨gt erho¨ht war, waren Ccr2-positive Monozyten in den Nieren der
Ptx3-/- Tiere in etwas ho¨herer Zahl zu finden. Beide Zelltypen werden P-Selektin-Psgl-1-vermittelt
rekrutiert [287,109] und eine vergleichbare Reaktion auf die kompetitive Inhibierung durch Ptx3 wa¨re zu
erwarten gewesen. Obwohl beide Populationen nur einen sehr kleinen Anteil an der Gesamtnieren-
zellpopulation ausmachen, ist der Prozentsatz Ccr2-positiver Zellen etwa zehnmal ho¨her als der der
Neutrophilen. Pharmakologisch betrachtet la¨sst sich die kompetitive Hemmung (bzw. deren Ausblei-
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ben) durch einen Antagonisten erst ab einem bestimmten Schwellenwert des natu¨rlichen Agonisten
feststellen [21]. So ließe sich argumentieren, dass der kompetitive Ptx3-Psgl-1-Antagonismus prinzi-
piell fu¨r beide Zelltypen gleichermaßen gilt, das Ausbleiben der Inhibierung auf Grund der geringe-
ren Neutrophilenzahlen (und der damit geringen Zahl Psgl-1-Moleku¨le) aber nicht messbar ist. Fu¨r
diesen Fall mu¨sste geschlussfolgert werden, dass der extravasationsinhibierende Effekt von endo-
genem Ptx3 im Modell der akuten Oxalatnephropathie den Pha¨notyp hinsichtlich exkretorischer Nie-
renfunktion, Nierenscha¨digung und intrarenalen Entzu¨ndungsparametern nicht messbar beeinflusst.
Dasselbe gilt entsprechend fu¨r die anderen Funktionen, die Ptx3 im Kreislauf der Nekroinflammati-
on ausu¨ben kann. Nichts desto trotz besta¨rken diese Ergebnisse die Annahme, dass Ptx3 bei akut
entzu¨ndlichen Nierenerkrankungen in erster Linie u¨ber die P-Selektin-Achse in Erscheinung tritt.
Warum endogenes Ptx3 im Modell der akuten Oxalatnephropathie eine untergeordnete Rolle
auf die erhobenen Parameter zu spielen scheint ist nicht vollsta¨ndig klar. Ein mo¨glicher Erkla¨rungsan-
satz wa¨re die gegenu¨ber der rIRI deutlich geringere Pra¨senz neutrophiler Granulozyten auf dem
Ho¨hepunkt der Modellinduktion (eigene Beobachtung). Neutrophile speichern Ptx3 in Granuli, deren
Inhalt unter entzu¨ndlichen Bedingungen in den Extrazellularraum abgegeben wird [66]. Dies kann lo-
kal zu hohen pharmakologisch relevanten Ptx3-Konzentrationen fu¨hren [120]. Hinzu kommt, dass sich
zumindest auf mRNA-Ebene keine messbare Regulation von Ptx3 im Krankheitsverlauf zeigte, was
ebenfalls keinen profunden Einfluss der endogenen Ptx3-Defizienz auf den Gesamtpha¨notyp erwar-
ten la¨sst.
5.4 PTX3 in der post-ischa¨mischen Regenerationsphase
Ein besseres Versta¨ndnis fu¨r die Rolle von Ptx3 in der post-ischa¨mischen Niere ist nicht nur im Rah-
men von grundlagenwissenschaftlichen U¨berlegungen interessant, sondern vor allem fu¨r die Beurtei-
lung einer mo¨glichen therapeutischen Anwendung im Sinne translationaler Forschung hoch relevant.
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen einer Gabe von rhPTX3 nach Ende der
akuten Scha¨digungsphase bei unilateraler rIRI untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass ein thera-
peutischer Einsatz von rhPTX3 sowohl in Pra¨senz als auch in Absenz von endogenem Ptx3 den Nie-
renschaden deutlich aggraviert. U¨bertra¨gt man diese Ergebnisse - unter der Annahme, dass gleiche
Effekte beim Menschen zu erwarten wa¨ren - auf die klinische Situation, erscheint die Anwendbarkeit
von Ptx3 als Pharmakon sehr eingeschra¨nkt, wenn nicht sogar kontraindiziert.
In der Klinik wird akutes Nierenversagen (ANV), wie es auch durch eine akute Tubulusnekrose
verursacht wird, oft erst durch den Anstieg des Serumkreatinins, also einer Einschra¨nkung der exkre-
torischen Nierenfunktion, festgestellt [246]. Serumkreatinin ist ein sehr wenig sensitiver Biomarker, der
erst bei einer profunden Verschlechterung messbar ansteigt [129,5]. Daraus folgt, dass zum Zeitpunkt
der Diagnose eines intrarenalen ANV bereits ein hoher struktureller Schaden entstanden ist. Die Aus-
wirkung dieser Scha¨digung la¨sst sich am besten daran abscha¨tzen, dass jede ANV-Episode das Ri-
siko fu¨r die Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz im Verlauf signifikant begu¨nstigt [271,48].
Spa¨testens hier stellt sich die Frage nach der Gro¨ße des therapeutischen Fensters einer In-
tervention, die auf die Verringerung einer weiteren parenchymalen Scha¨digung abzielt. Bei einem
Therapiebeginn 6 h nach experimenteller ischa¨mischer Scha¨digung zeigte rhPTX3 bereits keinerlei
protektiven Effekt mehr [151]. Somit kann man davon ausgehen, dass nach der Diagnose von ANV die
Therapie eines Patienten mit rhPTX3 keine Verbesserung des Pha¨notyps erwarten ließe. Daru¨ber
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hinaus lassen die hier gezeigten Daten sogar den Schluss zu, dass eine verspa¨tete Therapie zu
einer Verschlechterung fu¨hren ko¨nnte und damit kontraindiziert wa¨re.
Die Ptx3-abha¨ngige Mechanismen, die der Nekroinflammation entgegen wirken sollten und
deren pathophysiologische Relevanz fu¨r andere Erkrankungsmodelle etabliert sind (siehe oben),
scheinen im Gesamtpha¨notyp dieser speziellen Nierenpathologie nicht ins Gewicht zu fallen. Eine
Verschlimmerung des post-ischa¨mischen Nierenschadens la¨sst sich nach Stand des Wissens plau-
sibel nur u¨ber die Modulation der Immunantwort an der P-Selektin-Schnittstelle erkla¨ren, wonach
die Infiltration von Immunzellen, welche die Resolution der Entzu¨ndung und die fibrotische Stabilisie-
rung untergegangener Nephrone begu¨nstigen, durch die Gabe von rhPTX3 behindert wu¨rde. Welche
Hinweise bieten die Daten der vorliegenden Arbeit auf die Richtigkeit dieser Hypothese?
Die Therapie von Wildtyp-Tieren nach IRI mit rhPTX3 fu¨hrte zu mehr Entzu¨ndung und der
Pra¨senz von mehr Immunzellen, namentlich Makrophagen. Letzteres scheint sich zuna¨chst nicht mit
der Hypothese in Einklang bringen zu lassen, nach der rhPTX3 die Infiltration von Immunzellen in die
Niere eher unterbinden sollte. Eine anhaltende Entzu¨ndungsreaktion sorgt allerdings nicht nur fu¨r die
weitere Rekrutierung von Immunzellen sondern unter Umsta¨nden auch fu¨r die Proliferation von resi-
denten Immunzellen, wie es z.B. fu¨r diverse Makrophagenpopulationen in Mensch und Maus gezeigt
werden konnte [126,117]. Erst die Rekrutierung von anti-entzu¨ndlichen Zellen, wie z.B. regulatorischen
T-Zellen, forciert die Entzu¨ndungsresolution und schu¨tzt das Parenchym vor weiterem Schaden bei
intrarenalen Entzu¨ndungsreaktionen [136]. Wird dieser Prozess durch die Ptx3-abha¨ngige Inhibierung
des Psgl-1-P-Selektin-Signalweges unterbunden, bleibt die Entzu¨ndung bestehen und eine lokale
Proliferation von intrarenalen Immunzellen findet entsprechend weiter statt. Somit stu¨tzt der Befund
nach verzo¨gerter rhPTX3-Therapie post-ischa¨mischer Nieren zwar die aufgestellte Hypothese, ein
schlussendlicher Beweis dieses Zusammenhanges konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit je-
doch nicht erbracht werden.
Der Ausschluss von endogenem Ptx3 aus dem Pathomechanismus durch Verwendung von
Ptx3-/- Tieren bei gleichzeitiger Substitution mit rhPTX3 wa¨hrend der Regenerationsphase nach IRI
erbrachte essentiell das gleich Ergebnis, na¨mlich eine Verschlimmerung des Pha¨notyps. Aber ist
der zugrundeliegende Mechanismus der gleiche? Eine genauere Charakterisierung der intrarenalen
Immunzellen 10 Tage nach Reperfusion zeigte ein vom Wildtyp-Experiment abweichendes Muster.
Anders als in den Ptx3-kompetenten Wildtyptieren fu¨hrte die Therapie mit rhPTX3 nicht zu einer
Expansion intrarenaler Makrophagen. Stattdessen war der einzig detektierbare Unterschied eine
rhPTX3-abha¨ngige Reduktion dendritischer Zellen. Dendritische Zellen spielen in der Regenerati-
on nach renaler IRI, ebenso wie M2-Makrophagen, eine wichtige Rolle [146,134,217] und die Reduktion
ihrer Anzahl in Abha¨ngigkeit von rhPTX3 ko¨nnte ursa¨chlich fu¨r eine Verminderung der Resolution
von Entzu¨ndung und die verzo¨gerte Heilung sein. Eine verminderte Rekrutierung von DCs in die
entzu¨ndeten Nieren wu¨rde die aufgestellte Hypothese stu¨tzen. Aber auch hier kann ein Einfluss von
rhPTX3 auf die Proliferation residenter Zellen nicht ausgeschlossen werden.
Zusammengenommen kann die Hypothese, dass rhPTX3 bei Administration in der Regene-
rationsphase nach IRI die Rekrutierung von anti-entzu¨ndlichen bzw. pro-regenerativen Immunzellen
sto¨rt und damit die Heilung nach IRI verzo¨gert, auf Grundlage der durchgefu¨hrten Experimente nicht
abgelehnt werden. Ein zweifelsfreier Beweis fu¨r ihre Richtigkeit wurde jedoch auch nicht erbracht.
Tatsa¨chlich scheint endogenes Ptx3 die Immunzellzusammensetzung unabha¨ngig von der Gabe
von exogenem rhPTX3 maßgeblich mit zu gestalten. Ob das endogene Protein in diesem Kontext
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hauptsa¨chlich von renalen Parenchym- oder Immunzellen freigesetzt wird ist unklar. U¨ber mo¨gliche
Mechanismen ko¨nnte an dieser Stelle nur spekuliert werden, da die Datenlage fu¨r schlu¨ssige Vermu-
tungen oder die Aufstellung fundierter neuer Hypothesen nicht ausreicht. Am Ende der angestellten
Untersuchungen ist zumindest der Eindruck entstanden, dass die Rolle von Ptx3 in der Regenerati-
onsphase nach rIRI vielschichtiger ist als zuna¨chst angenommen.
Im Licht neuerer Erkenntnisse u¨ber die Zusammensetzung der Immunzellpopulation in der Nie-
re mu¨ssen die hier gezeigten Daten kritisch hinterfragt werden. Die Debatte u¨ber die zweifelsfreie
Identifikation von Dendritischen Zellen und Makrophagen sowie die Zuordnung von der jeweiligen
Zellen zum Pool der Nieren-residenten bzw. infiltrierenden Immunzellen ist Gegenstand einer an-
dauernden Debatte [93,106]. Fu¨r die Beurteilung der hier vorgestellten Ergebnisse ist dabei vor allem
von Relevanz, dass die Verwendung von CD11c und Adgre1 zur Diskriminierung von DCs und Ma-
krophagen mittlerweile als insuffizient gewertet wird. Anspruchsvollere Fa¨rbestrategien als die hier
verwendeten wu¨rden besseren Einblick in den jeweiligen Anteil infiltrierender gegenu¨ber residenter
Immunzellen geben und mo¨glicherweise auch einen Hinweis auf den Ursprung der Zellen geben.
Die hier durchgefu¨hrten Experimente dienten dazu, einen Einblick in mo¨gliche Konsequen-
zen einer Therapie mit rekombinantem PTX3 nach akuter Tubulusnekrose zu gewinnen. Auch wenn
die Rolle von endogenem Ptx3 in der Regenerationsphase nach IRI hier nicht dezidiert untersucht
wurde, verbirgt sich unter Umsta¨nden in den Daten zum Einsatz von rhPTX3 ein Hinweis darauf,
dass auch endogenes Ptx3 nach der akuten Scha¨digungsphase negative Auswirkungen auf die
Entzu¨ndungsresolution und parenchymale Heilung haben ko¨nnte. Dieser Hypothese konnte im Rah-
men der vorliegenden Arbeit nicht nachgegangen werden. Denkbar wa¨re die Antiko¨rper-vermittelte
Neutralisierung von Ptx3 als therapeutisches Werkzeug zur schnelleren Entzu¨ndungsresolution nach
ANV.
Dass rekombinantes PTX3 in post-ischa¨mischen Nieren in Abha¨ngigkeit vom Therapiebeginn
vo¨llig unterschiedliche Effekte nach sich ziehen kann, ist bemerkenswert und ist bezeichnend dafu¨r,
dass das Protein hier eine Schlu¨sselrolle einnimmt, die je nach Kontext ga¨nzlich unterschiedliche
Konsequenzen nach sich ziehen kann. Das zeigte sich auch bei Studien zur Interaktion zwischen
dem Komplementprotein C1q und Ptx3. Nauta et al. [192] konnten zeigen, dass Ptx3 den klassischen
Weg der Komplementaktivierung entweder begu¨nstigen oder inhibieren kann. Ausschlaggebend fu¨r
den Effekt ist hierbei, ob Ptx3 an freiem (Inhibierung) oder gebundenem C1q (Aktivierung) bindet.
In einem anderen Zusammenhang wurden a¨hnlich gegensa¨tzliche Beobachtungen angestellt.
Bonavita et al. [29] berichteten, dass Ptx3 durch die Regulierung des Komplementsystems Tumor-
fo¨rdernde Entzu¨ndungsreaktionen einda¨mmen und somit als extrinischer Tumorsuppressor in Mensch
und Maus fungieren kann. Zudem kann Ptx3 den Fibroblasten-Wachstumsfaktor Fgf2 durch direkte
Interaktion inhibieren [38,110], was bei Melanomzellen in vitro die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) unterbindet und somit ihre Kanzerogenita¨t potentiell reduziert [218,195].
Im Gegensatz dazu wurde Ptx3 auch als Tumorpromotor identifiziert. Ptx3 ist fu¨r die Proliferati-
on und Metastasierung von Gliomzellen in Abha¨ngigkeit von einem Protein der Split-ends-Familie
(Spocd1) verantwortlich [164]. Ptx3 aktiviert C-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) und reguliert somit
EMT [107]. Passend dazu reduzierte der Knockdown von Ptx3 die Kanzerogenita¨t und Metastasierung
von Zervixkarzinomzellen in vitro und in vivo, wohingegen eine Ptx3-U¨berexpression die Proliferation
und Invasion von Tumorzellen fo¨rderte [292]. Im klinischen Kontext konnten erho¨hte Ptx3-Plasmalevel
mit einer schlechteren Prognose bei kolorektalen Karzinomen assoziiert werden [297].
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Diese Zusammenha¨nge sind Ergebnis ju¨ngerer Forschungsarbeiten, sodass abzuwarten bleibt,
ob sich eine der beiden widerspru¨chlichen Funktionen in der Zukunft als dominant abzeichnet oder ob
Ptx3 im Kontext von Karzinogenese und Metastasierung eine bivalente Rolle behalten wird. Im Mo-
ment erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass Ptx3 wie bei der Modulation der Extravasation von
Immunzellen in entzu¨ndetes Gewebe auch hier eine komplexe Rolle einnimmt, die je nach Situation
unterschiedliche Folgen nach sich ziehen kann.
5.5 PTX3 als Kristallisationsinhibitor
Die unterschiedlichen Auswirkungen von Ptx3, die wa¨hrend einer akuten Entzu¨ndungsreaktion und
der darauffolgenden Resolutionsphase beobachtet werden konnten, machen es schwer seine Rolle
bei einem chronisch entzu¨ndlichen Nierenschaden, bei dem die Phasen nicht so klar getrennt sind,
abzuscha¨tzen. Zur Untersuchung der Frage, ob Ptx3 den Pha¨notyp in so einem Kontext messbar
beeinflusst, wurde in der vorliegenden Arbeit das Modell der Hyperoxalurie-induzierten Nephrokalzi-
nose bei Ptx3-/- und Ptx3+/+ Tieren herangezogen. Hyperoxalurie bedeutet zuna¨chst nur die erho¨hte
Ausscheidung von Oxalat, bzw. Oxalsa¨ure u¨ber den Urin. Pathophysiologisch zu unterscheiden sind
die prima¨re und sekunda¨re Hyperoxalurie. Erstere beruht auf erblichen Gendefekten, die zu verrin-
gerter Aktivita¨t von Enzymen des Pyruvatmetabolismus fu¨hren. Zweitere beruht auf erho¨hter Auf-
nahme von Oxalat oder Oxalatvorla¨ufern u¨ber die Nahrung und einer vera¨nderten Absorption im
Magen-Darm-Trakt [54,24].
Die Pathologie ru¨hrt von der quasi ausschließlichen Filtrierung von Oxalat u¨ber die Nieren
her, was zu einer Hypersaturierung des Prima¨rfiltrats mit Oxalat, nachfolgender Pra¨zipitation des
schwer lo¨slichen Kalziumoxalatsalzes und dessen Anhaften an Tubulusepithelzellen fu¨hrt [283,103].
Die Pra¨senz von endogenen Kristallisations-Promotoren, bzw. das Fehlen entsprechender Inhibi-
toren in ausreichender Menge sind wichtige Faktoren, die die Kristallbildung von der Keimbildung,
dem Wachstum, der Aggregierung bis zur Retention im tubula¨ren Lumen modulieren [2]. Die prima¨ren
Mikrokristalle adha¨rieren an der luminalen Membran der Tubulusepithelzellen u¨ber eine Reihe von
Adha¨sionsmoleku¨len, u.a. Annexin II, CD44, Hyaluronsa¨ure und α-Enolase [14,272,141,80]. Die Kristalle
werden innerhalb weniger Sekunden an den Zellen immobilisiert [157]. Durch die Immobilisierung der
Kristalle werden Wachstum und Aggregation vermutlich begu¨nstigt. Zudem nimmt die Expression der
Adha¨sionsmoleku¨le mit der Dauer der CaOx-Kristall-Expositionsdauer zu [14].
Die Kristalle zeigen eine direkte Zytotoxizita¨t gegenu¨ber Tubulusepithelzellen [262] und ko¨nnen
bei Agglomeration von mehreren Kristallen zu Nierensteinen letztendlich zur Verstopfung des tu-
bula¨ren Lumens fu¨hren. CaOx-Kristalle aktivieren zudem direkt das Nlrp3-Inflammasom und induzie-
ren damit eine Entzu¨ndungsreaktion [182] und die Rekrutierung von Immunzellen [264].
Sowohl prima¨re als auch sekunda¨re Hyperoxalurie ko¨nnen ein Erkrankungspektrum von wie-
derkehrenden Nierensteinen, Nephrokalzinose, Pyelonephritis, Atrophie, chronischer Nierenerkran-
kung bis hin zu terminalem Nierenversagen aufweisen. Prima¨re Hyperoxalurie kann nur u¨ber eine
kombinierte Leber- und Nierentransplantation geheilt werden. Andere therapeutische Mo¨glichkeiten
sind der Einsatz von Kristallisationsinhibitoren oder Dialyse [103].
Mit zunehmendem Versta¨ndnis fu¨r den Pathomechanismus der Nephrokalzinose [191] begann
die Suche nach potentiellen exogenen und endogenen Kristallisationsinhibitoren vor u¨ber 40 Jah-
ren [187,188,186] und die Liste mo¨glicher Kandidaten wa¨chst bis heute weiter [142,219,4]. Erste Hinwei-
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se auf eine gemeinsame funktionelle CaOx-Bindungsdoma¨ne in einer heterogenen Gruppe von
Kalziumoxalat-bindenden Proteinen bietet die Arbeit von Roop-ngam et al. [219]. Dem gegenu¨ber steht
die Erkenntnis, dass sich hinter dem Terminus ”Kristallisationsinhibierung“ zum Teil sehr unterschied-
liche Mechanismen verbergen.
Die Modifikation von Kristallwachstum und der Kristallstruktur wird generell durch die Bin-
dung von Glykoproteinen an der CaOx-Kristalloberfla¨che vermittelt [188,223,130]. Diese Makromoleku¨le
begu¨nstigen eine heterogene Keimbildung durch die Anziehung von Kalziumionen an ihren Kalzium-
bindungsdoma¨nen [163]. Dadurch kann die Ausbildung einer soliden Kristallstruktur gesto¨rt und ihre
Desintegration begu¨nstigt werden [223], wie z.B. im Fall von Uromodulin [275] oder Nephrocalcin [44].
Die Bindung von Osteopontin hingegen begu¨nstigt die Aggregation von Kristallen zu Nierenstei-
nen [197,43]. Hohe Uromodulinkonzentrationen haben ebenfalls einen gegenteiligen Effekt und fo¨rdern
Kristallisation und Aggregierung [275]. Albumin wiederum begu¨nstigt die Keimbildung von Kristallen
und senkt damit die zuna¨chst hypersaturierte CaOx-Lo¨sung unter die Lo¨slichkeitsgrenze [41]. Albu-
min und Osteopontin begu¨nstigen zudem die Entstehung von CaOx-di- und trihydraten [43,163]. Die-
se Spezies adha¨rieren deutlich schlechter an der luminalen Tubulusmebran als das hauptsa¨chlich
in CaOx-Nierensteinen vorzufindende CaOx-Monohydrat [191,238] und werden damit leichter mit dem
Prima¨rfiltrat ausgeschwemmt [163].
Neuere Arbeiten von Chung et al. [53] zeigen, dass die zwei therapeutisch eingesetzten Kristalli-
sationsinhibitoren Citrat und Hydroxycitrat entgegen der oben beschriebenen und zuna¨chst fu¨r allge-
meingu¨ltig angenommenen Mechanismen nicht das Wachstum bremsen, sondern durch Adsorption
an den Kristallen deren Auflo¨sung begu¨nstigen und damit sekunda¨r das Wachstum verlangsamen.
Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass rhPTX3 das Wachstum von CaOx-Monohydratkristallen
in chemico dosisabha¨ngig inhibiert. Dazu passend entwickelten nur Ptx3-defiziente Tiere in vivo eine
Nephrokalzinose, wa¨hrend Ptx3-kompetente Tiere desselben Hintergrunds keinerlei Kristalldepositi-
on und davon abgeleitete Nierenscha¨den aufwiesen. Ohne eine genauere Untersuchung der Inter-
aktion von Ptx3 und CaOx-Kristallen auf der Basis von Rasterkraftmikroskopie nach dem Vorbild von
Chung et al. [53] durchzufu¨hren la¨sst sich nur an Hand der hier erhobenen Daten nicht sagen, nach
welchem Prinzip Ptx3 das Kristallwachstum beeinflusst und ob sich dieser Mechanismus mit einem
der oben beschriebenen deckt. Die zuvor indentifizierte CaOx-Bindungsdoma¨ne, die in einer Reihe
von CaOx-bindenden Proteinen identifiziert wurde [219], findet sich in der Aminosa¨uresequenz von
Ptx3 zumindest nicht wieder.
Auf der Suche nach mo¨glichen Parallelen zwischen Ptx3 und anderen CaOx-Kristallisations-
inhibitoren sto¨ßt man schnell auf Sialinsa¨ure. Ptx3 ist nur am einer Stelle der Aminosa¨uresequenz
glykosyliert (Asn220) und weißt hier einen komplexen, mehrfach verzweigten fucosylierten und siali-
nierten Zuckerbaum auf [111]. Die Rolle dieses Oligosaccharids, bzw. der Sialinsa¨ure darin ist relativ
gut untersucht. Es beeinflusst nachweislich das Bindungsverhalten des Proteins gegenu¨ber einer
Reihe von Liganden, darunter Moleku¨le des Komplementsystems, Influenzaviren und P-Selektin [112].
Im Zusammenhang mit CaOx-Kristallen konnte gezeigt werden, dass Uromodulin einen Teil sei-
ner inhibitorischen Eingenschaft einbu¨ßt, nachdem seine Sialinsa¨urereste enzymatisch entfernt wur-
den [50]. Der zugrundeliegende Mechanismus ist nicht abschließend gekla¨rt, mo¨gliche Erkla¨rungsan-
sa¨tze reichen von der Sequestrierung von freiem Kalzium [125] bis zu Vera¨nderung des Bindungsver-
haltens von Kristallen [273].
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Ob die Ptx3-sta¨mmige Sialinsa¨ure der Teil des Moleku¨ls ist, der in chemico das verringerte
Wachstum von CaOx-Kristallen vermittelt, ist unklar und bleibt bis auf weiteres spekulativ. Derzeit
versucht der Autor in Zusammenarbeit mit Herrn Antonio Inforzato durch den direkten Vergleich von
nativem mit desialisiertem rhPTX3 in dem hier vorgestellten Kristallisationsassay eine Antwort darauf
zu finden.
Die Ptx3-kompetenten Ma¨use, die nachweislich eine Hyperoxalurie, aber keine Kristalldepo-
sition nach dreiwo¨chiger Exposition mit Oxalatfutter entwickelten, zeigten auch keine signifikante
Hochregulation der Expression von CD44 oder Annexin II in den Nieren. Die Ptx3-/- Tiere hingegen
reagierten auf die Kristalldeposition mit signifikanter Hochregulation beider Moleku¨le (Abb. 55). Dazu
konklusive Ergebnisse lieferte auch das vereinfachte in vitro System aus CaOx-stimulierten prima¨ren
Tubuluszellen von Ptx3-/- und Ptx3+/+ Tieren. Wie lassen sich diese Befunde erkla¨ren?
Abbildung 55: Mo¨gliche Wirkmechanismen von endogenem Ptx3 bei chronischer Oxalatnephropathie.
Wa¨hrend die Abwesenheit von Ptx3 in Ptx3-/- Tieren den pathophysiologischen Prozess aus Kristallisation,
Kristallwachstum, Adha¨sion und Aggregation bis hin zur Tubulusobstruktion nicht sto¨rt (links), ko¨nnte das Pro-
tein in Ptx3+/+ Tieren dafu¨r sorgen, dass die Kristalle nur bis zu einer bestimmten Gro¨ße heranwachsen, kaum
an der luminalen Tubulusmembran adha¨rieren und nicht zu großen Konglomeraten heranwachsen ko¨nnen
(rechts).
Geht man von der Annahme aus, dass Ptx3 – analog zu anderen Kristallisationsinhibitoren
- in irgendeiner Form direkt mit der Oberfla¨che der CaOx-Kristalle interagiert, wa¨re eine mo¨gliche
Erkla¨rung, dass Ptx3 den Teil des Kristalls, der normalerweise von den Adha¨sionsmoleku¨len erkannt
wird, maskiert und somit ihre weitere Expression nicht stimuliert. Eine Maskierung ko¨nnte sich auch
dahingehend bemerkbar machen, dass die Kristalle ihre zytotoxische Wirkung nicht mehr entfalten
ko¨nnen.
Alternativ wa¨re denkbar, dass Ptx3 als Opsonin fungiert und die Phagozytose von CaOx-
Kristallen durch Tubuluszellen begu¨nstigt, ein Prozess, der die Kristalllast im tubula¨ren Lumen direkt
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reduziert und der Nephrokalzinose entgegen wirkt [157]. Die begu¨nstigende Funktion von Ptx3 bei
der Phagocytose wurde in der Literatur fu¨r apoptotische Makrophagen und Harnwegsinfektionen be-
schrieben [96,119]. Es existieren allerdings auch Daten, die darauf hinweisen, dass Ptx3 die Phagozy-
tose von apoptotischen Neutrophilen inhibiert [267]. Auf Grund fehlender Hinweise in der Literatur auf
eine etwaige Opsonierung anderer kristalliner Partikel und die generell beschriebene Abha¨ngigkeit
des Effekts vom expliziten (Krankheits-) Kontext, erscheint die Hypothese, dass Ptx3 als Opsonin
fu¨r CaOx-Kristalle fungiert und ihre Phagozytose durch Tubuluszellen begu¨nstigt, im Moment wenig
plausibel.
Auch wenn rhPTX3 die Gro¨ße der CaOx-Kristalle in chemico dosisabha¨ngig beeinflusst, soll
hier klar darauf verwiesen sein, dass das ho¨chstens als Hinweis auf einen mo¨glichen Mechanismus
in vivo gelten darf. Die Konditionen in chemico sind einerseits fu¨r diese Fragestellung optimiert und
zudem selbstversta¨ndlich stark vereinfacht. Die Diskrepanz wird z.B. dadurch deutlich, dass das
als Kontrolle verwendete Albumin keinen messbaren Effekt auf das Kristallwachstum hatte, obwohl
es in der Literatur als potenter Kristallisationsinhibitor bekannt ist. Das zeigt, dass der im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Kristallisationsassay mo¨glicherweise sehr weit von der realen Kinetik in vivo
entfernt ist. In letzter Konsequenz du¨rfen also andere Erkla¨rungsansa¨tze fu¨r den im Mausmodell
beobachteten Befund nicht außer Acht gelassen werden.
Dass Tubuluszellen Ptx3 sezernieren ko¨nnen, ist dokumentiert [124,193], warum sie es - wie hier
gezeigt - unter hyperoxaluren Bedingungen in vivo tun, allerdings noch unklar. Ptx3 Expression wird
vornehmlich von Tnf induziert [1], einem pro-entzu¨ndlichen Zytokin, das neben anderen im Modell der
chronischen Oxalatnephropathie in der Niere exprimiert wird [181]. Es wa¨re denkbar, dass sich initial
formende Kristalle eine leichte Entzu¨ndungsreaktion einleiten, die zur Expression und Sezernierung
von Ptx3 fu¨hren, welches wiederum das Kristallwachstum reduziert und der Kristalladha¨sion an der
luminalen Membran der Tubuluszellen entgegenwirkt. Mit Sicherheit la¨sst sich an dieser Stelle jedoch
nur sagen, dass – sollte sie vorliegen – eine leichte, schwelende Entzu¨ndung unter hyperoxaluren
Bedingungen unter den in dieser Arbeit gewa¨hlten Konditionen nicht zu messbarem Gewebeumbau
oder der Rekrutierung von Immunzellen in die Nieren fu¨hrte. Insofern bleibt der zugrundeliegende
Mechanismus hinter der Ptx3-Expression in diesem Modell derzeit noch Gegenstand von Spekula-
tionen.
Eine weitere Frage, die sich aus den hier erhobenen Daten ergibt, bezieht sich auf einen
mo¨glichen Zusammenhang zwischen Ptx3 und dem Fehlen von CaOx-Kristallen in Oxalat-exponier-
ten Tieren in Abha¨ngigkeit von Hintergrund und Geschlecht. Auf Grund der Vielzahl bekannter en-
dogener Kristallisationsinhibitoren erscheint es nicht wahrscheinlich, dass Ptx3-Expression in Tubu-
luszellen oder Polymorphismen des Ptx3-Gens die einzigen Variablen darstellen, die zwischen Aus-
bleiben und Auftreten einer Nephrokalzinose in verschiedenen Hintergru¨nden und Geschlechtern
entscheiden. Dennoch erscheint die Hypothese, dass das Fehlen von CaOx-Kristalldepositionen in
den Nieren von hyperoxaluren BALB/c Weibchen, CD-1 Ma¨nnchen sowie CD-1 Weibchen mit gerin-
geren Ptx3-Konzentrationen assoziiert ist, begru¨ndet. Teile der hier gezeigten Daten zur Rolle von
Ptx3 bei chronischer Oxalatnephropathie wurden ku¨rzlich im Journal ”Frontiers in Immunology“ pu-
bliziert [168]. Im Rahmen des Revisionsprozesses wurde dieser Frage nachgegangen und die Studie
entsprechend wiederholt. Es zeigte sich, dass unter den Oxalat-exponierten Tieren Geschlechts-
und Hintergrunds-u¨bergreifend eine Assoziation zwischen CaOx-Kristalldeposition und Absenz von
Ptx3-Expression bestand (Daten nicht gezeigt) [168].
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Dementsprechend stellt sich jetzt die Frage nach Polymorphismen in der Ptx3-Gensequenz,
die fu¨r die unterschiedlichen Expressionslevel von Ptx3 in dieser Studie verantwortlich sein ko¨nnten.
Verschiedene PTX3-Blutplasmakonzentrationen beim Menschen lassen sich drei unterschiedlichen
Ptx3-Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) zuordnen [57]. Der
Zusammenhang zwischen Ptx3-Haplotyp, PTX3-Plasmakonzentration und Krankheitsverlauf wurde
zudem fu¨r Patienten mit akutem Myokardinfarkt [16] und Abstoßungsreaktionen nach Lungentrans-
plantation belegt [68]. Assoziationen zwischen Ptx3-SNPs und Erkrankungsrisiko ließen sich außer-
dem fu¨r opportunistische Infektionen bei Patienten mit zystischer Fibrose [51] und Lungentuberkulo-
se [198] herstellen [57].
Im Kontext von Nierensteinerkrankungen konnten SNPs des Kristallisationsmoleku¨ls Osteo-
pontin mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko assoziiert werden [84]. Daher ist durchaus vorstellbar,
dass sich dem entsprechend Ptx3-SNPs auch in Patienten mit Hyperoxalurie im Schweregrad der
Nephrokalzinose bemerkbar machen.
Basierend auf diesen Ergebnissen und U¨berlegungen bleibt zu Fragen, ob sich aus dieser
Grundlagenforschung eine neue Therapieoption fu¨r Patienten, die an CaOx-Nierensteinen leiden,
ergeben ko¨nnten. Das vollsta¨ndige PTX3-Oktamer ist zu groß, um durch den glomerula¨ren Filter zu
passen [110], sodass exogen appliziertes PTX3 vermutlich nicht im tubula¨ren Lumen – also am Ort der
Kristallbildung – anzutreffen wa¨re. Eine Untersuchung der Interaktion zwischen Kristall und Protein
auf molekularer Ebene, sowie die Testung von verku¨rzten Aminosa¨uresequenzen des Proteins (z.B.
N- oder C-terminale Regionen) in einem Kristallisationsassay ko¨nnten Aufschluss u¨ber die funktionel-
le Doma¨ne geben. Positive Befunde solcher Experimente wu¨rden weitere Spekulationen u¨ber eine
klinische Anwendbarkeit zulassen. Basierend auf dem status quo dieser Arbeit ist hingegen nicht
davon auszugehen, dass exogenes PTX3 als Kristallisationsinhibitor in Frage kommt.
Inwiefern endogenes Ptx3 im Modell der Hyperoxalurie-induzierten Nephrokalzinose, abge-
sehen von seiner mo¨glichen Funktion als Kristallisationsinhibitor, eine durch Kristalle verursachte
Entzu¨ndungsreaktion beeinflussen kann, konnte hier nicht untersucht werden. Ebenso wie bei ande-
ren entzu¨ndlichen Modellen, ist jedoch auch hier prinzipiell davon auszugehen, dass Opsonierung
von Zellmaterialien, Neutralisierung von extrazellula¨ren Histonen und Modulation der Immunzellinfil-
tration eine Entzu¨ndungsreaktion beeinflussen wu¨rden. Durch das Ausbleiben der Kristalldeposition
in Ptx3+/+ Tieren stellte sich die Frage nach Vera¨nderungen der nachgeschalteten Nekroinflammati-
on allerdings nicht mehr. Im Sinne der Entwicklung einer neuen pharmakologischen Intervention fu¨r
Patienten mit Kalziumoxalatnephropathie wa¨re die Beantwortung dieser Frage nach wie vor relevant.
Wa¨hrend die pharmakologischen Therapieoptionen mit hoher Flu¨ssigkeitszufuhr, Citrat und Phos-
phat u.a. [103] darauf abzielen, Kristallisation zu vermindern, bzw. zu inhibieren, birgt Ptx3 per se das
Potential zusa¨tzlich dazu die sekunda¨re Entzu¨ndungsreaktion zu lindern.
5.6 Limitationen der Arbeit
Die Erkenntnisse dieser Arbeit fußen zum allergro¨ßten Teil auf in vivo bzw. Maus-Experimenten. Sol-
che Studien sind fu¨r die Untersuchung von Pathomechanismen unabdingbar geworden und stellen
den Goldstandard in der translationalen Forschung dar [63]. Das gilt auch fu¨r die Bereiche Immuno-
logie und Nephrologie [64,20,15]. Die wissenschaftlichen Erfolge, die durch in vivo Studien erzielt wur-
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den, du¨rfen jedoch nicht daru¨ber hinwegta¨uschen, dass diese Vorgehensweise einige Schwa¨chen
aufweist. Die Translation der Ergebnisse vom Labor in die Klinik kann teils sensibel gesto¨rt sein.
Das Ziel translationaler Forschung ist es, Pathologien, die den Menschen betreffen, mechanis-
tisch zu verstehen und nach Mo¨glichkeit therapeutische Optionen als mo¨gliche Gegenmaßnahmen
aufzuzeigen. Entscheidend ist also, wie der Mensch auf einen biologischen Prozess reagiert, in die-
sem Fall auf einen pathologischen. Entsprechend muss jedes nicht-menschlichen Testsystems, sei
es in vivo oder in silico, welches darauf abzielt eine Voraussage fu¨r eine Reaktion im Menschen zu
treffen, danach bewertet werden, wie gut es die menschliche Biologie in dem gewa¨hlten Kontext ab-
bildet [236]. Fu¨r viele Erkrankungen im Menschen, die grundlagenwissenschaftlich und translational
untersucht werden, wird die Maus - unter den gesellschaftlich gegebenen ethischen und finanziellen
Mo¨glichkeiten - als angemessenes Surrogat fu¨r den Menschen angenommen, obschon das nicht fu¨r
alle Fachbereiche gleichermaßen zutreffen muss [236].
Gegen diese Annahme spricht zum Beispiel, dass zum allergro¨ßten Teil ingezu¨chtete Mausli-
nien in der Forschung verwendet werden. Diese ko¨nnen homozygot fu¨r eine ganze Reihe rezessi-
ver Defekte sein, die z.B. die Regulation der Immunantwort maßgeblich vera¨ndern ko¨nnen [276], ein
Umstand, der unter den standardma¨ßig keimfreien Haltungsbedingungen nicht auffallen muss. Die
Inzucht fu¨hrt daru¨ber hinaus dazu, dass es sich bei den verwendeten Tieren letztlich um Klone ei-
nes Individuums handelt, die sich bestenfalls durch das Auftreten spontaner Mutationen voneinander
unterscheiden [276]. Zudem werden in Mausstudien nicht selten nur Tiere eines Geschlechtes und
eines bestimmten Alters verwendet. Dem gegenu¨ber wa¨re es in der klinischen Forschung undenk-
bar, eine generalisierte Schlussfolgerung aus der Untersuchung eines einzelnen Patienten auf einen
Pathomechanismus zu ziehen [276].
Wa¨hrend das Mouse Genome Sequencing Consortium 2002 [179] noch mutmaßte, dass u¨ber
90% der Genome von Maus und Mensch korrespondierende Bereiche konservierter Snyta¨nie aufwei-
sen, berichtet die Mouse Genome Database der Jackson-Labore [241] heute (http://www.informatics.-
jax.org/homology.shtml, Stand: 07.12.2018) von 6935 besta¨tigten in Maus und Mensch homologen
Genen, bei jeweils etwas u¨ber 30000 Protein-kodierenden Genen in jeder der beiden Spezies. Be-
denkt man die evolutiona¨re Distanz beider Arten, die je nach Quelle auf 65 bis 85 Millionen Jahre
gescha¨tzt wird [63,202], erscheint eine Homologie von ca. 25% nicht unplausibel. U¨ber die Genetik hin-
aus ist allerdings auch offensichtlich, dass sich Mensch und Maus hinsichtlich Ko¨rpergro¨ße, Grund-
umsatz, Lebenserwartung, o¨kologischer Nische, Erna¨hrung, Reproduktionsverhaten, Mikrobiom und
relevanter Pathogene unterscheiden, um nur einige Punkte zu nennen [202].
Im Hinblick auf das Immunsystem existieren viele Unterschiede zwischen Mensch und Maus
sowohl in der angeborenen, als auch in der adaptiven Immunita¨t. Dies betrifft z.B. das Mischungs-
verha¨ltnis von Lymphozyten und Neutrophilen im peripheren Blut, Rezeptorexpressionsmuster auf
Immunzellen, Expression und Synthese anti-mikrobieller Peptide, Immunglobulinklassen, Ha¨matopo-
ese und Zelldifferenzierung [71,177]. Dazu kommt, dass Laborma¨use in der Regel unter keimfreien
Bedingungen gehalten werden, was der menschlichen Situation ebenfalls nicht gerecht wird. Unter
Immunologen kursieren U¨berlegungen, welche Auswirkungen diese Haltungsbedingungen auf Im-
munantworten haben kann und wie sich das System verbessern ließe [280]. Dass diese Unterschiede
in der Immunologie beider Spezies ebenso Pathophysiologien beeinflussen ko¨nnen, erscheint eben-
falls nachvollziehbar. Anschauliche Beispiele dafu¨r, wie undurchsichtig die Zusammenha¨nge hierbei
sein ko¨nnen, bieten Multiple Sklerose (bzw. experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis) und Typ-
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IV-Allergien. Fu¨r beide Modelle existieren Erfolgsgeschichten, in denen die Translation von der La-
bormaus zum Patienten geglu¨ckt ist, allerdings auch Berichte u¨ber klinische Studien, die auf Grund
der Verschlechterung des Zustandes der Patienten durch die neue Therapie abgebrochen werden
mussten [177].
Generell steht der prognostische Wert von Tiermodellen zunehmend in der Kritik, da nur etwa
4% der vorklinisch identifizierten und getesteten Substanzen am Ende den Patienten erreichen [205].
Als Hauptursachen fu¨r diese geringe Erfolgsquote werden fehlende Effektivita¨t und Sicherheitspro-
bleme der Substanzen im Menschen genannt, beides Punkte, die im Tierversuch nicht vorhergesagt
werden konnten [3].
Diese grundsa¨tzliche Kritik an der Maus als Modellorganismus bedeutet nicht, dass alle beob-
achteten Ergebnisse pauschal anzuzweifeln sind. Es soll nur betont werden, dass die Analogie der
in der Maus beobachteten Effekte fu¨r den Menschen zwar angenommen, selten allerdings bewie-
sen werden kann [177]. Konzeptionell ist die vorliegende Arbeit von der translationalen Schwa¨che der
Mausmodelle in vollem Umfang betroffen und entsprechend vorsichtig muss mit der Extrapolation
der angestellten Beobachtungen umgegangen werden. Dies betrifft vor allem die immunologischen
Gesichtspunkte, insbesondere da u¨ber die Unterschiede in der PTX3-Biologie zwischen Mensch und
Maus fast nichts bekannt ist.
In der experimentellen Nephrologie gibt es kaum Modelle, die alle Aspekte der human Pa-
thophysiologie und der klinischen Repra¨sentation detailgetreu abbilden [20]. Dafu¨r gibt es viele gute
Modelle, die zumindest bestimmte Erkrankungsaspekte wiedergeben [102]. Das in der vorliegenden
Arbeit verwendete Modell der rIRI ist derzeit das am weitesten verbreitet Surrogat fu¨r klinisches ANV
und Transplantationsstudien [101]. Der rIRI wird dabei im Vergleich zu anderen Modellen eine relativ
hohe klinische Relevanz zugesprochen [15]. Fu¨r die experimentelle akute und chronische Oxalatne-
phropathie existieren noch keine vergleichenden Studien, welche die Symptomatiken und Ursachen
in Mensch und Maus systematisch vergleichen. Entsprechend mu¨ssen die hier erhobenen Daten
kritisch hinsichtlich ihres translationalen Wertes betrachtet werden. Auch die in Abb. 46 gezeigten
Daten mahnen dazu, Erkenntnisse aus Experimenten in einem genetischen Hintergrund und in ei-
nem Geschlecht nicht auf die Spezies Maus oder Mensch zu generalisieren.
Ungeachtet der konzeptionellen Limitationen, die diese Arbeit mit sich bringt, bleiben noch
methodische Unsicherheiten zu erwa¨hnen. Der große Fundus an existierenden Originalarbeiten zur
Pha¨notypisierung von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren in verschiedenen Krankheitsmodellen zeigt ganz klar,
dass B6;129-Ptx3tm1Mant Ma¨use kein funktionales Ptx3 exprimieren. Dennoch ergab die kritische Be-
urteilung dieser Ptx3-defizienten Ma¨use (Kap. 3.1.2), dass eine Form der Ptx3 mRNA auch in Ptx3-/-
Tieren noch transkribiert wurde. Diese mRNA entha¨lt ein Startcodon (ATG) im offenen Leserahmen,
das nach der Transkription als interne ribosomale Eintrittsstelle fungieren ko¨nnte. Dadurch ergibt sich
eine Unsicherheit hinsichtlich aller durchgefu¨hrten Experimente, in denen diese Tiere eingesetzt wur-
den, vor allem solcher, die Negativdaten ergaben (z.B. Kap. 4.5). Es ist nicht ausschließen, dass die
trunkierte mRNA translatiert wird und ein Protein entsteht, das eine teilweise Funktionalita¨t besitzt. In
diesem Fall wa¨re die Ptx3-Defizienz zu unrecht angenommen worden und die Ergebnisse mu¨ssten in
Zweifel gezogen werden. Einen Beweis fu¨r diese Hypothese zu erbringen ist schwierig und u¨berstieg
die zeitlichen und methodischen Mo¨glichkeit dieser Arbeit, weswegen dieser Punkt an dieser Stelle
lediglich zur Diskussion stehen bleiben kann. Folgt man aber dem Gedanken weiter, ist auch nicht
auszuschließen, dass das trunkierte Ptx3 durch entsprechende immunhistochemische Methoden de-
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tektiert werden ko¨nnte. Wie in Kap. 3.3.2 beschrieben, wurden verschiedene Ptx3-Antiko¨rper getes-
tet, die unspezifische Ergebnisse in Ptx3-/- Gewebeschnitten lieferten. Unter Umsta¨nden handelte es
sich hierbei jedoch um spezifische Signale eines Ptx3-Epitopes, welches in der trunkierten Version
des Proteins erhalten geblieben ist.
5.7 Ausblick
Verglichen zu anderen Pentraxinen, wie z.B. CRP, ist PTX3 ein deutlich weniger beforschtes Moleku¨l,
zumindest wenn man nur die Anzahl Publikationen zu diesem Thema beru¨cksichtigt (Abb, 56A). Seit
seiner Erstbeschreibung 1990 durch Lee et al. [154] nimmt die Zahl an Publikationen normalisiert auf
die Gesamtzahl Publikationen im Feld der angeborenen Immunita¨t kontinuierlich zu (Abb, 56B).
Dieses u¨berproportionale Interesse hat mehrere Gru¨nde. Zum einen verdanken wir mehr als
15% der bis heute (Stand 6.08.2018, 158 von 995) publizierten Originalarbeiten zu PTX3 dem En-
gagement von Alberto Mantovani, der bis dato der Experte zu diesem Thema ist. Auf diesem Fun-
dament aufbauend wird PTX3 mittlerweile als Therapeutikum oder therapeutisches Target fu¨r eine
Reihe von Pathologien gehandelt, darunter chronische Lungenentzu¨ndung [178], Atherosklerose [210]
und akuter Myokardinfarkt [81]. Zum anderen diskutieren Kliniker das Protein zunehmend als vielver-
sprechenden Biomarker, der in manchen Pathologien das deutlich besser etablierte CRP als dia-
gnostisches und prognostisches Hilfsmittel zu verdra¨ngen scheint [27]. Wa¨hrend der Großteil der pu-
blizierten Arbeiten immer noch dem Herz-Kreislauf-System und der Immunologie zuzuordnen sind,
ha¨lt PTX3 mittlerweile auch Einzug in andere Fa¨cher. Darunter befinden sich Nephrologie, Urologie,
Onkologie, aber auch Chirurgie und Psychiatrie (Abb, 56C).
Die Daten dieser Arbeit unterstu¨tzen die bisherige Auffassung, dass Ptx3 auch fu¨r entzu¨ndliche
Nierenerkrankungen eine Relevanz besitzt. Auf Grund des engen Zeitfensters, in dem sich protektive
Effekte durch die Gabe von exogenem rhPTX3 in Ma¨usen erzielen lassen, beschra¨nkt sich eine
mo¨gliche Anwendung im Menschen auf Szenarien, in denen ein ANV abzusehen ist, z.B. bei der
Nierentransplantation.
Daru¨ber hinaus bieten die hier gezeigten Daten eine gute Rationale, um u¨ber die bisher in
der Literatur beschriebenen Effekte von Ptx3 hinaus zu denken. Mit dem grundsa¨tzlichen Problem
in der klinischen Nephrologie, dass ANV-Patienten oft sehr lange beschwerdefrei bleiben und sich
daher erst nach Ende der eigentlichen Scha¨digungsphase beim Nephrologen vorstellen, besteht
ein großer Bedarf an therapeutischen Mo¨glichkeiten zur Verbesserung der Nierenregeneration nach
Scha¨digung. Die hier gezeigten Daten zum renalen Ischa¨mie- und Reperfusionsschaden lassen die
Hypothese zu, dass eine Neutralisierung von endogenem Ptx3, z.B. durch spezifische Antiko¨rper,
in der Regenerationsphase die Infiltration von Immunzellen unterstu¨tzt und somit die Heilung un-
ter Umsta¨nden beschleunigt. Ein entsprechender Ansatz wurde nach Stand des Wissens weder
bei entzu¨ndlichen Nierenerkrankungen noch bei anderen Pathologien versucht. Auch die Identifi-
kation von Ptx3 als endogenem Kristallisationsinhibitor bei experimenteller Nephrokalzinose ero¨ffnet
neue Perspektiven. Es werden aktuell vermehrt Anstrengungen unternommen, durch genomweite
Sequenzierung von Nierensteinpatienten solche Allele zu identifizieren, die die Ausbildung von Nie-
rensteinen begu¨nstigen [282,222]. Dadurch verspricht man sich nicht nur ein besseres Versta¨ndnis der
unterschiedlichen Formen der Uro- und Nephrolithiasis, sondern auch neue Diagnose- und Thera-
pieoptionen zum besseren Management dieser Patienten [270]. Eine entsprechende relevante Fra-
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Abbildung 56: Publikationsanalyse zu PTX3. Basierend auf einer Literaturrecherche am 06.08.2018 in
Web of Science (https://http://apps.webofknowledge.com) wurden die folgenden Graphen erstellt. (A) Ab-
solute Publikationszahl zu den Suchbegriffen ’innate immunity’, ’C-reactive protein’ und ’Pentraxin 3’. (B)
A¨nderung des Anteils der Publikationszahl zu den Suchbegriffen ’C-reactive protein’ oder ’Pentraxin 3’, je-
weils normalisiert auf die Publikationszahl zum Suchbegriff ı¨nnate immunity”, gegenu¨ber dem Jahr 1992
((PTX3JahrX ∗ 100/InnateImunityJahrX)/PTX31992 ∗ 100/InnateImunity1992). (C) Kacheldiagramm zur Veranschau-
lichung der Anteile jedes Themengebiets an der gesamten Literatur zum Thema PTX3.
gestellung diesbezu¨glich wa¨re, ob Ptx3-Polymorphismen mit der Suszeptibilita¨t von Individuen fu¨r
Nierensteinerkrankungen korreliert.
Es scheint derzeit nicht so, als ob die vielschichtige und kontextspezifische Funktionalita¨t von
Ptx3 bereits vollsta¨ndig verstanden wa¨re, sodass die na¨chsten Jahre vermutlich weitere u¨berrasch-
ende Erkenntnisse u¨ber dieses Protein liefern werden. Dabei wird seine nicht-redundante Rolle im
humoralen Arm der angeborenen Immunita¨t auch weiterhin Anlass dafu¨r geben, seine pharmakolo-
gische Verwertbarkeit - entweder als Therapeutikum oder als Zielmoleku¨l - auszuloten.
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Entzu¨ndliche Nierenerkrankungen stellen weltweit eine gesundheitliche Bu¨rde dar. Ein Versagen der
Nierenfunktion, egal ob es in akuter oder chronischer Form auftritt, ist potentiell lebensbedrohlich
und besonders im chronischen Verlauf aufwendig in der Therapie. Die Rolle des Immunsystems
dabei wird immer besser charakterisiert und immunmodulatorische Biomoleku¨le werden zunehmend
Ziel pharmakotherapeutischer Ansa¨tze.
Das Akute-Phase Protein Pentraxin 3 (PTX3) fungiert als Mustererkennungsrezeptor des hu-
moralen Arms des angeborenen Immunsystems. In vivo vermittelt Ptx3 u.a. die Phagozytose von
bestimmten Mikroorganismen sowie die Neutralisierung von ko¨rpereigenen Gefahrensignalen und
fungiert als regulatorisches Moleku¨l bei Wundheilungsprozessen und der Rekrutierung von Immun-
zellen in entzu¨ndetes Gewebe. In der klinischen Forschung wa¨chst das Interesse an PTX3 als Bioin-
dikator verschiedenster entzu¨ndlicher Erkrankungen. Vorangegangene tierexperimentelle Arbeiten
konnten zeigen, dass Ptx3 die Niere nach ischa¨mischer Gewebescha¨digung und wa¨hrend der Re-
perfusion dadurch vor weiteren entzu¨ndungsbedingten Scha¨den schu¨tzen kann, dass es die Re-
krutierung von Immunzellen in die Nieren unterbindet. Das Immunsystem verursacht aber nicht nur
Kollateralscha¨den bei sterilen Entzu¨ndungsreaktionen, sondern hilft auch bei der parenchymalen und
mesechymalen Heilung verletzter Strukturen. Es ist anzunehmen, dass wa¨hrend dieser Regenerati-
onsphase die Blockierung von Immunzellinfiltraten in gescha¨digte Nieren kontraproduktiv wa¨re.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von Ptx3 in einem weiter gefassten Kontext
entzu¨ndlicher Nierenerkrankungen als der bisher untersuchten und unter Einbeziehung der Krank-
heitsdynamik im Zeitverlauf zu beschreiben, um sowohl das therapeutische Fenster als auch das
pharmakologische Potential besser abscha¨tzen zu ko¨nnen. Die Hypothesen, die u¨berpru¨ft werden
sollten, waren, dass (A) therapeutisch eingesetztes Ptx3 nicht nur im Mausmodell der renalen Ischa¨-
mie-Reperfusion sondern auch in anderen entzu¨ndlichen Nierenmodellen protektiv ist, (B) dieser
Effekt letztlich nur bei Intervention in der akuten Scha¨digungsphase in Kraft tritt, wa¨hrend die thera-
peutische Intervention mit Ptx3 in der Regenerationsphase nach der Scha¨digung ungu¨nstige Effekte
zeigt, (C) bei einem ebenfalls entzu¨ndlichen, chronisch verlaufenden Modell die Rolle von Ptx3 hier -
auf Grund der Parallelita¨t von Scha¨digung und Regeneration - komplexer ist und andere immunmo-
dulatorische Eigenschaften von Ptx3 jenseits seines Einflusses auf die Immunzellrekrutierung zum
Tragen kommen.
Nach ausfu¨hrlicher Charakterisierung der zeitlichen Abfolge von Scha¨digung und Regenera-
tion nach renaler Ischa¨mie/ Reperfusion wurden entsprechend operierte Tiere mit Abklingen der
Scha¨digungsphase fu¨r eine Woche mit rekombinantem humanen PTX3 (rhPTX3) behandelt. Die
Pha¨notypisierung der post-ischa¨mischen Nieren ergab eine deutliche strukturelle Verschlechterung
mit einer persistierenden Entzu¨ndung. Bei globaler Ptx3-Defizienz , welche durch die Verwendung
gentechnisch vera¨nderter B6;129-Ptx3tm1Mant Ma¨use (Ptx3-/- ) erreicht wurde, und Substitution mit
rhPTX3 ausschließlich xwa¨hrend der Regenerationsphase konnte parallel zur Pha¨notypverschlech-
terung eine Verschiebung der intrarenalen Immunzellpopulation hin zu weniger anti-inflammatorischen
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dendritischen Zellen (DC) beobachtet werden. Damit besta¨tigte sich die Vermutung, dass sich das
therapeutische Fenster von rhPTX3 auf die akute Scha¨digungsphase beschra¨nkt. Andere Mecha-
nismen als die rhPTX3-bedingte Infiltrationsblockade pro-regenerativer und anti-inflammatorischer
Immunzellen konnten nicht ausgeschlossen werden.
Der protektive Effekt von rhPTX3 auf das Ausmaß der Gewebescha¨digung bei einer akut
entzu¨ndlichen Nierenpathologie ließ sich im Folgenden auch fu¨r das Modell der akuten Oxalatne-
phropathie besta¨tigen. Hierbei werden die Nieren in ku¨rzester Zeit mit Oxalsa¨ure u¨bersa¨ttigt, so-
dass im gesamten Parenchym Kalziumoxalatkristalle ausfallen, die nekrotische Gewebescha¨den und
Entzu¨ndung verursachen. Die pra¨emptive Therapie mit einem rhPTX3-Bolus reduzierte die Rekrutie-
rung pro-inflammatorischer Immunzellen, strukturelle Scha¨digung, Entzu¨ndung und Nierenfunktions-
verschlechterung. Auch hier war eine Vera¨nderung der intrarenalen DC-Population erkennbar. Die
Induktion des akuten Oxalatmodells in Ptx3-defizienten Ma¨usen zeigte, dass endogenes Ptx3 hier
kaum eine Rolle spielt. Dennoch kam es zu einer vermehrten Infiltration von pro-inflammatorischen
in diesen Tieren, was die eingangs aufgestellte Hypothese hierzu stu¨tzt.
Zur Untersuchung der Rolle von Ptx3 bei chronischem Nierenversagen sollte das Ausmaß von
Gewebescha¨digung und Entzu¨ndung in einem Modell untersucht werden, dass auf einer langsame-
ren aber dafu¨r kontinuierlichen U¨bersa¨ttigung der Nieren mit Oxalsa¨ure beruht. Die sich entwickelnde
Deposition von CaOx-Kristallen in den renalen Tubuli fu¨hrt a¨hnlich dem akuten Modell zu nekroti-
schem Zelltod und Entzu¨ndung. Der Vergleich von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Tieren in diesem Modell ergab,
dass endogenes Ptx3 als Kristallisationsinhibitor unter hyperoxaluren Bedingungen fungiert, da nur
Ptx3-/- Tiere eine Nephrokalzinose entwickelten, wa¨hrend Ptx3+/+ Ma¨use keinen Pha¨notyp entwi-
ckelten. Da die Ptx3-kompetenten Tiere dieses gemischten Mausstammes auf Grund der fehlenden
Kristalldeposition kein chronisches Nierenversagen entwickelten, konnte eine vergleichende Analyse
des Pha¨notyps mit Hinblick auf die Funktion von Ptx3 nicht sinnvoll durchgefu¨hrt werden. Anschlie-
ßende in chemico und in vitro Befunde zum Einfluss von rhPTX3 auf CaOx-Kristallwachstum sowie
zum Verhalten von prima¨ren Tubuluszellen von Ptx3+/+ und Ptx3-/- Ma¨usen auf die Exposition mit
CaOx-Kristallen untermauerten die in vivo angestellten Beobachtungen.
Zusammengenommen zeigte sich, dass (A) therapeutisch eingesetztes rhPTX3 auch im Mo-
dell der akuten, entzu¨ndlichen Oxalatnephropathie protektiv wirkt, (B) ein verspa¨teter therapeutischer
Einsatz von rhPTX3 in der Regenerationsphase nach IRI den Pha¨notyp verschlechtert und (C) en-
dogenes Ptx3 unter hyperoxaluren Bedingungen als Kristallisations-inhibierendes Moleku¨l fungiert.
Diese Erkenntnisse untermauern zum einen die bisher etablierte Rolle, die Ptx3 bei entzu¨ndlichen
(Nieren-) Erkankungen spielt. Zum anderen bieten die hier gezeigten Daten eine gute Rationale, um
u¨ber die bisher in der Literatur beschriebenen Effekte von Ptx3 hinaus zu denken. Das betrifft vor-
nehmlich die Untersuchung des therapeutischen Effektes einer PTX3-Neutralisierung wa¨hrend der
Regenerationsphase nach akutem Nierenversagen und die Charakterisierung von PTX3-Varianten
bei Nierensteinpatienten im Hinblick auf einen zusa¨tzlichen diagnostischen Wert sowie die Suche
nach neuen Therapieoptionen basierend auf PTX3.
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